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The Glanville fritillary butterfly has become an important model organism for metapopula-
tion biology research. It has, however, been challenging to investigate genetic polymorph-
ism due to lack of comprehensive sequence information and cost-effective genotyping 
methods. This thesis concentrates on the optimization of already used SNP- and 
microsatellite genotyping methods and testing new alternative methods for Glanville fri-
tillary SNP-genotyping. This work was carried out as a part of a comprehensive Glanville 
fritillary research in the Metapopulation Research Group at the University of Helsinki. This 
research project focuses on the well studied metapopulation in the Åland Islands. 
 
The first part of this thesis deals with the genotyping of PGI-gene of the Glanville fritillary. 
The goal was to optimize PCR conditions in order to achieve better genotyping results 
with the SnuPe minisequencing method. In addition, alternative qPCR based genotyping 
methods, with SimpleProbe and HybProbe format, were tested for the analysis of PGI 
SNPs. In the second part of this thesis, new SNP- and microsatellite loci were charac-
terized with SnuPe minisequencing. The aim was to screen genetic marker loci by se-
quence comparisons and genotyping. An additional goal was to analyze the level of poly-
morphism among microsatellite loci between the different sub-populations. 
 
No alternative genotyping methods for the PGI-gene were found in this study as the qPCR 
based methods were not able to detect heterozygos samples reliably. In this thesis, 18 
new SNP markers and 7 microsatellite loci were characterized. Genetic polymorphism 
was found among 2 of these microsatellites. 
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1 GENEETTISET MARKKERIT 
Geneettisillä markkereilla tarkoitetaan kokonaista merkkigeeniä, lyhyttä 
DNA-jaksoa tai vain yksittäistä nukleotidia, jonka avulla voidaan merkitä ge-
nomi tai sen osa. Geneettisestä markkerista voidaan puhua myös tarkoitet-
taessa geneettisesti säädeltyä fenotyyppistä (ilmiasu) eroa. Näitä markkerei-
ta, joiden avulla voidaan tutkia polymorfismia eli monimuotoisuutta, käyte-
tään hyväksi mm. lääketieteessä, eläingenetiikassa ja ekologiassa (Esim. 
Goldstein & Schlötterer 1999, Sunnucks 2000, Vignal ym. 2002). Niiden 
avulla voidaan esimerkiksi tunnistaa periytyviä tauteja aiheuttavia geenejä 
tai seurata tietyn populaation leviämistä uusille elinalueille ja jopa jäljittää 
sukulaisuussuhteita. Markkereita käytetään myös keinotekoisesti aiheutettu-
jen mutaatiokohtien paikantamiseen (Berger ym. 2001). 
1.1 Yhden nukleotidin polymorfismi eli SNP-markkerit  
SNP-markkerit (Single Nucleotide Polymorphism) ovat nimensä mukaisesti 
yhden nukleotidin vaihtelevia DNA-kohtia. Ne ovat yleisin geneettisen vaihte-
lun muoto (Collins ym. 1998, Griffin & Smith 2000). Tällainen markkeri esiin-
tyy ihmisen genomissa noin yhden kiloemäksen välein (Kruglyak 1997, 
Wang ym. 1998). SNP-markkerit ovat yleensä käytännössä bialleelisia eli 
niistä esiintyy vain kahta vaihtoehtoista muotoa, joista harvinaisempaa täytyy 
esiintyä vähintään 1 %:n osuudella (esim. Brookes 1999, Vignal ym. 2002). 
Bialleelisuuden syyksi on esitetty kahden erillisen mutaatiotapahtuman hyvin 
pientä todennäköisyyttä osua samaan nukleotidikohtaan, jolloin vasta muo-
dostuisi useampi SNP-alleeli. Lisäksi transitiomutaatiot, joissa puriiniemäs (A 
tai G) muuttuu toiseksi puriiniemäkseksi tai vastaavasti pyrimidiiniemäs (T tai 
C) toiseksi pyrimidiiniemäkseksi, ovat paljon yleisempiä kuin transversiomu-
taatiot, joissa tapahtuu puriini-pyrimidiinimuutos. 
Tällaisia vaihtelevia SNP-nukleotideja etsitään genomista vertaamalla eri yk-
silöiden sekvenssejä (esim. Brookes 1999, Gut 2001, Vignal ym. 2002). 
SNP-lokusten tunnistaminen voidaan tehdä tunnetuimpien organismien koh-
dalla yksinkertaisimmillaan vertaamalla  jo aikaisemmin sekvenssitietokan-
toihin kerättyä tietoa. Esimerkiksi EST-projekteista (Expressed Sequence 
Tag, ekspressoituvan sekvenssin leima) on saatu paljon sekvenssitietoa, jo-
ta analysoimalla voidaan tunnistaa erityisesti koodaavien alueiden SNP-
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markkereita (Picoult-Newberg ym. 1999). SNP-lokuksia voidaan etsiä myös 
monistamalla tiettyjä alueita genomista PCR-menetelmällä (Polymerase 
Chain Reaction, polymeraasiketjureaktio) ja sekvensoimalla ne joko suoraan 
tai kloonaamalla genomipätkiä esimerkiksi BAC-vektoriin eli keinotekoiseen 
bakteerikromosomiin. Kloonaus ennen monistettujen alueiden sekvensointia 
on suositeltavaa, koska suorassa sekvensoinnissa heterotsygoottien ja sek-
vensointiartefaktojen erottaminen voi olla haastavaa (kuva 1; Vignal ym. 
2002). Vähemmän tunnettujen, niin sanottujen ei-malliorganismien kohdalla, 
joiden sekvenssitietoa ei ole saatavilla samassa mittakaavassa, on käytetty 
esimerkiksi  bakteerifaagi Mu:n transpositiokoneistoon perustuvaa SNP-
kohtien tunnistusta (Orsini ym. 2007). Suuren mittakaavan SNP-
markkereiden tunnistusprojekteissa on  hyödynnetty lähinnä koko genomin 
kattavaa sattumanvaraisen DNA-jakson sisältävien kloonien sekvensointia 
eli WGS-menetelmää (Whole Genome Shotgun sequencing) sekä RRS- 
menetelmää (Reduced Representation Shotgun sequencing) (Weber & 
Myers 1997, Altshuler ym. 2000). RRS-menetelmässä tuotetaan esimerkiksi 
restriktioentsyymien avulla tunnistettavan kokoisia DNA-pätkiä tai tiettyyn 
proteiiniin sitoutuvia alueita, jotka sitten sekvensoidaan eri yksilöistä (Altshu-
ler 2000). Tällaisella menettelyllä samat tunnistettavissa olevat DNA-jaksot 
on mahdollista tuottaa helposti eri yksilöistä tai tarvittaessa myös uudelleen 
samasta yksilöstä. Molempien menetelmien etuna on, ettei niissä tarvita etu-
käteistietoa sekvenssistä, eikä pohjalla ole PCR-monistusta, joka voi jo si-
nällään tuottaa virhettä.  
 
Kuva 1. SNP-lokusten tunnistus suoralla PCR-tuotteiden sekvensoinnilla (Vingal ym. 
2000). Laatikossa 1 on esitetty selkeä sekvensointitulos, jossa keskimmäisenä kak-
soispiikin antava heterotsygootti. Laatikossa 2 sekvensointitulos on epäselvä, jolloin 
ei voida olla varmoja onko kaksoispiikki sekvensointiongelmasta vai heterotsygootti-
sesta näytteestä johtuva. Kloonaus ennen sekvensointia poistaa tämän ongelman, 
jolloin kaksoispiikki on aina merkki huonosta sekvensointituloksesta. 
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SNP-markkereiden suosiota geneettisinä markkereina voidaan perustella 
niiden korkealla esiintyvyydellä genomissa, jolloin on todennäköistä että 
useampi markkeri voidaan paikallistaa läheltä tutkittavaa geenialuetta (Lan-
degren ym. 1998). SNP-lokusten etu on myös niiden hyvin stabiili periytymi-
nen eli mutaatiot eivät juurikaan vaikuta niihin. Lisäksi, koska SNP-
markkereita esiintyy myös koodaavilla DNA-alueilla, jotkut niistä voivat vai-
kuttaa suoraan proteiinirakenteeseen tai geenin ilmenemistasoon.  
1.2 Suuren näytemäärän SNP-genotyypitysmenetelmät 
SNP-genotyypitys eli yksilöiden SNP-alleelimuotojen tunnistus vaatii tehok-
kaan analyysimenetelmän, koska usein näitä markkereita halutaan tunnistaa 
kerralla suuri määrä suuresta näytejoukosta (esim. Kwok 2000, Gut 2001, 
Kwok 2001, Tsuchihashi 2002, Vignal ym. 2002, Morin ym. 2004). Näin voi-
daan laatia esimerkiksi assosiaatioanalyysejä tiettyyn genotyyppiseen piir-
teeseen eri populaatioissa. SNP-genotyypityksessä käytetään useita erilaisia 
suuren mittakaavan analyyseihin sopivia tekniikoita, joilla käsitetään kym-
menistä jopa satoihin tuhansiin näytteisiin päivässä analysoivia menetelmiä. 
Näissäkin tekniikoissa on kuitenkin vielä kehitettävää, erityisesti näytemää-
rän, tulosten luotettavuuden, kustannusten ja automaatiotason suhteen. Ver-
rattuna mikrosatelliittien genotyypitysmenetelmiin, ovat SNP-markkereiden 
määritysmenetelmät kehittyneempiä ja pidemmälle automatisoituja, mikä on 
yksi syy SNP-lokusten suurempaan suosioon genettisinä markkereina (Lan-
degren ym. 1998).  
Valittaessa sopivaa genotyypitysmenetelmää on Kwok Pui-Yan (2000) mu-
kaan huomioitava kolme analyysivaihetta. Ensin on arvioitava millä mene-
telmällä alleelit halutaan erottaa toisistaan eli esimerkiksi käytetäänkö allee-
lispesifistä hybridisaatiota, alleelispesifistä alukkeen ekstensiota, alleelis-
pesifistä oligonukleotidien liittämistä vai alleelispesifistä koettimen pariutu-
mattoman hännän kohdalta katkaisevaa endonukleaasimenetelmää (Flap-
endonukleaasi). Toisessa vaiheessa on ratkaistava mitä reaktiotyyppiä halu-
taan käyttää eli käytetäänkö liuoksessa tapahtuvaa reaktiota, kiinteätä alus-
taa kuten mikrosiruja vai näiden yhdistelmää. Lopuksi ratkaistaan miten re-
aktion tulos analysoidaan, ehkä massaspektrometrisesti tai esimerkiksi fluo-
resenssin intensiteetin perusteella. Genotyypitysmenetelmissä käytetään siis 
monenlaisia näiden kolmen vaiheen analyysiyhdistelmiä. 
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Hybridisaatioon perustuvien menetelmien ongelmana on vain yhden nukleo-
tidin verran eroavien molekyylien hybridisaatio-olosuhteiden erottaminen 
(Kwok 2000). Esimerkiksi sirutekniikka perustuu kiinteällä pinnalla tapahtu-
vaan hybridisaatioon. Tällaisten sirujen ongelmana on epäselvien genotyypi-
tystulosten suuri määrä. Liuoksessa tapahtuvaa hybridisaatioreaktiota käyte-
tään hyväksi monessa reaaliaikaiseen qPCR-detektioon perustuvassa me-
netelmässä. Näistä menetelmistä kerrotaan tarkemmin kohdassa 1.6 qPCR-
menetelmä SNP-genotyypityksessä. 
1.3 Yhden nukleotidin ekstensiomenetelmä 
Yhden nukleotidin ekstensiomenetelmä eli SNuPe (Single Nucleotide Primer 
Extension) perustuu juuri ennen SNP-kohtaa sitoutuvaan alukkeeseen, jo-
hon liitetään entsymaattisesti yksi nukleotidi. Koettimen jälkeisen nukleotidin 
tunnistuksessa käytetään usein automaattista minisekvensointia. Menetelmä 
kehitettiin 1990-luvun alussa apolipoproteiinin alleelivarianttien analysointiin 
(Syvänen ym. 1990). Tekniikassa analysoitavasta genomista monistetaan 
ensin PCR-menetelmällä haluttu pätkä eli se vaatii etukäteisinformaatiota 
SNP-lokuksen lähialueen sekvenssistä. Saatu PCR-tuote puhdistetaan ja 
siihen liitetään juuri ennen SNP-kohtaa sitoutuva aluke sekä tämän jälkeen 
SNP-lokukseen sitoutuva leimattu dideoksinukleotidi. Tämän jälkeen reaktio 
edelleen puhdistetaan ylimääräisistä nukleotideista ennen varsinaista mi-
nisekvensointia. Tekniikka vaatii siis useamman näytteen käsittelyvaiheen. 
Työvaiheet on esitetty kuvassa 2. Tätä menetelmää käytetään SNP-
genotyypityksen ohella muun muassa DNA:n metylaatiotutkimuksissa 
(Jones & Gonzalgo 1997, Sievers ym. 2005).   
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Kuva 2. SNuPe-menetelmän työvaiheet (mukaillen Batley & Hayes 2003). 
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SNuPe-menetelmää voidaan hyödyntää myös niin, että sekvensointialukkeet 
sidotaan  kiinteälle alustalle kuten mikrosirulle, jolloin saadaan rinnakkain 
samanaikaisesti suuri määrä leimattujen dideoksinukleotidien ekstensioreak-
tioita (Kwok 2000). SNuPe-reaktiotuotteita voidaan myös tunnistaa massa-
spektrometrisesti, jolloin ei tarvita lainkaan leimaa, vaan tuote tunnistetaan 
jokaisen dideoksinukleotidin erilaisen massan perusteella. Tekniikan etuna 
on hyvä homo- ja heterotsygoottien tunnistus (Stanssen ym. 2004). Massa-
spektrometrilla saavutetaan erityisesti suuri näytesignaalin ja taustan suhde, 
mikä parantaa tämän menetelmän herkkyyttä. 
Pyrosekvensointi voidaan luokitella myös yhden nukleotidin ekstensioreak-
tioksi (Ronaghi ym. 1998). Tässä genotyypitysmenetelmässä mitataan 
DNA:n ekstensioreaktion sivutuotetta, pyrofosfaattia, joka muutetaan ent-
syymireaktioissa korkeaenergiseksi ATP-molekyyliksi. ATP toimii valoa tuot-
tavan lusiferaasi-entsyymin energianlähteenä ja edelleen seuraamalla mikä 
nukleotidi tuottaa valoreaktion, voidaan oligonukleotidin jälkeinen emäs tun-
nistaa. Pyrosekvensointia voidaan hyödyntää myös useamman peräkkäisen 
SNP-markkerin tunnistukseen. 
SNuPe-menetelmän etuna on, että sillä saadaan selville SNP-kohdassa ole-
va emästyyppi (Kwok 2000). Useimmilla muilla genotyypitysmenetelmillä 
saadaan  selville vain, että onko SNP-lokuksen nukleotidi sama kuin esimer-
kiksi käytetyssä hybridisaatiokoettimessa.  Vaikka SNP-markkerit ovatkin 
käytännössä bialleelisia, tuo tällainen tarkka genotyypitystieto lisävarmuutta 
analyysiin.   
1.4 Mikrosatelliitit 
Mikrosatelliitit, joita joskus kutsutaan myös SSR- (Simple Sequence Re-
peats) tai STR-jaksoiksi (Short Tandem Repeats), ovat lyhyiden toistojakso-
jen sarjoja (Goldstein & Schlötterer 1999). Peräkkäiset toistojaksot ovat kor-
keintaan kuuden nukleotidin mittaisia jaksoja, joiden toistomäärä vaihtelee 
eri yksilöiden tai populaatioiden välillä eli mikrosatelliittilokuksen pituudessa  
esiintyy polymorfismia. Näitä mikrosatelliitteja on löydetty kaikkien tutkittujen 
organismien genomeista. Niitä esiintyy enemmän koodaamattomilla kuin 
koodaavilla  DNA-alueilla, koska muutokset muissa kuin kolmen nukleotidin 
toistojaksojen pituuksissa sotkisivat DNA:n lukukehyksen koodaavilla alueil-
la.  
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Mikrosatelliitin pituus on yleensä muutamasta kymmenestä muutamiin satoi-
hin nukleotideihin (Beckmann & Weber 1992). Ihmisellä tällainen jakso esiin-
tyy keskimäärin joka kuudennen kiloemäksen välein. Tyypillisin toistojakson 
pituus on vain kaksi nukleotidia, joista AC-toisto on nisäkkäillä yleisin (Toth 
ym. 2000). Toiseksi yleisin toistojakso on AT-dinukleotidijakso. Ihmisen kol-
men nukleotidin trinukleotiditoistot ovat erityisen kiinnostavia, koska niillä on 
osoitettu olevan yhteys moneen neurologiseen rappeumasairauteen, esi-
merkiksi Huntingtonin tautiin (Reddy & Housman 1997). 
Mikrosatelliitit ja niissä esiintyvä yksilöiden tai populaatioiden välinen vaihte-
lu syntyvät DNA-polymeraasin tekemistä virheistä sen liukuessa pitkin ge-
nomia (slippage error; Richards & Shutherland 1992). Mikrosatelliittien tois-
tojaksojen pituuserojen syyksi on esitetty  myös  epätasapainoista tai homo-
logista rekombinaatiota (Tsilfidis ym. 1992 Jakupciak & Wells 1999 mukaan).  
1.5 Reaaliaikainen qPCR –menetelmä 
Reaaliaikainen kvantitatiivinen PCR –menetelmä (qPCR) kehitettiin 1990-
luvun alkupuolella ja yksi ensimmäisistä tekniikkaa käsitelleistä artikkeleista 
ilmestyi 1993 (Higuchi ym. 1993). Menetelmä yleistyi nopeasti 2000-luvun 
alkuun mennessä paljon käytetyksi kvantitointimenetelmäksi ja sitä käyte-
täänkin yleisesti mm. lähetti-RNA-tasojen, RNA-molekyylien silmikoinnin ja 
geenien kopioluvun kvantitointiin (Bustin 2000, Ginzinger 2002, Mason ym. 
2002, Pessa ym. 2006).  
qPCR-menetelmä perustuu reaaliaikaiseen tuotteen monistumisen mittaami-
seen (Esim. Bustin 2000, Giulietti ym. 2001, Ginzinger 2002). Näin voidaan 
luotettavasti määrittää alkuperäisen näytteen sisältämä monistettavan DNA-
jakson määrä. Tavallisessa PCR-menetelmässä voidaan mitata vasta mo-
nistumisen jälkeinen tuotteen kertymä, joka ei aina ole verrannollinen todelli-
seen näytteen sisältämään DNA-määrään. Tämä johtuu siitä, että monistu-
misteho laskee usein myöhäisissä sykleissä eri näytteissä eri aikaan. Monis-
tumistehoa heikentävät esimerkiksi näytteen sisältämät inhibiittori- eli estäjä-
molekyylit, reagenssien loppuminen reaktioseoksesta sekä pyrofosfaattimo-
lekyylien kertyminen. Tämän vuoksi toiset reaktiot voivat tuottaa vähemmän 
lopputuotetta vaikka sisältäisivät enemmän lähtömateriaalia. qPCR-
menetelmässä lopputuotteen kertyminen voidaan mitata jokaisen monistus-
syklin jälkeen erilaisten fluoresoivien leimojen avulla, kuten SYBR Green -
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kemialla. Tämä leima sitoutuu kaksijuosteiseen DNA:han, jolloin sen lähet-
tämän fluoresoivan säteilyn määrä voidaan mitata. Näin saadaan selville 
eksponentiaalisen monistumisen vaihe ja erityisesti se monistussykli, jossa 
tuotteen fluoresoiva signaali havaitaan taustakohinasta ensimmäisen kerran 
eli taustafluoresenssin kynnysarvo, Ct-arvo (Cycle threshold). Kuvassa 3 on 
esitetty Ct-arvon määärittäminen ja monistustuotteiden kertyminen. Ct-arvon 
avulla voidaan määrittää näytteen sisältämä monistettavan jakson suhteelli-
nen määrä tai jopa absoluuttinen molekyylimäärä standardisuoran avulla. 
Nämä voidaan määrittää myös Cp-arvon avulla (Crossing point), joka kertoo 
monistumiskäyrän toisen derivaatan maksimiarvon. Cp-arvo kertoo monis-
tussyklin, jossa mitattu fluoresenssi kasvaa eniten ja  eksponentiaalinen mo-
nistuminen alkaa. Cp-arvoon perustuvaa määritysmenetelmää on väitetty Ct-
arvoon perustuvaa laskentaa tarkemmaksi (Molenkamp ym. 2007). 
 
  
Kuva 3. Reaaliaikaisessa qPCR-analyysin monistumiskäyrä (Ginzinger 2002 mukail-
len). Monistumiskäyrässä kuvataan  fluoresenssin intensiteetin nousua  monistumis-
syklin suhteen. Pohjaviiva kuvaa monistumissyklejä, joissa fluoresenssisignaali on 
laitteen detektioherkkyyden alapuolella. Ct-arvo määritetään PCR-syklin mukaan, 
jossa näytteen lähettämä signaali on kymmenen kertaa suurempi kuin pohjaviivan 
keskihajonta. Kuvassa pisteillä merkityn näytteen Ct-arvo on kaksi kertaa ensin mo-
nistuvaa näytettä suurempi, mikä eksponentiaalisessa monistumisessa tarkoittaa 
nelinkertaista eroa näytteen sisältämissä monistusalueen määrissä. 
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1.6 qPCR-menetelmä SNP-genotyypityksessä 
Reaaliaikaisesta qPCR –analyysistä on tullut tärkeä menetelmä mutaatiotut-
kimuksessa. Sen avulla SNP-genotyypitys on parhaimmillaan nopeaa ja 
tarkkaa ja se mahdollistaa myös analyysin pienestä määrästä lähtömateriaa-
lia (Dwight ym. 2000, Olney ym. 2002). Menetelmän etuna on myös koko 
määrityksen tapahtuminen yhdellä kertaa samassa PCR-putkessa, jolloin 
näytteen käsittelyvaiheet ja siten myös kontaminaatioriski vähenevät verrat-
tuna perinteisiin menetelmiin, kuten Southern hybridisaatioon tai minise-
kvensointiin. Genotyypitys perustuu qPCR-menetelmässä yleensä erilaisiin 
leimattuihin alukkeisiin ja/tai koettimiin, joiden avulla monistustuotteen geno-
tyyppi voidaan nähdä monistussyklien jälkeen ajettavasta sulamiskäyrästä. 
Reaaliaikaista qPCR-tekniikkaa hyödyntävissä SNP-
genotyypitysmenetelmissä etuna on monistuksen ja fluoresoivaan leimaan 
perustuvan genotyypityksen tapahtuminen samalla 96- tai 384-kuoppalevyllä 
ilman, että mitään reagensseja tarvitsee lisätä analyysin välissä (esim. 
Tsuchihashi 2002). Lisäksi menetelmässä voidaan käyttää niin sanottua 
multipleksausta eli samasta reaktioseoksesta voidaan tunnistaa useampi 
markkeri eriväristen fluoresoivien leimojen ja erikokoisten monistustuotteiden 
avulla.  Menetelmän haittapuolena on kuitenkin korkeat kustannukset, eten-
kin jos analysoitavia SNP-lokuksia on suuri joukko. 
SNP-genotyypitys SimpleProbe ja HybProbe –tekniikoilla perustuu qPCR-
laitteella ajettaviin sulamiskäyräanalyyseihin (LightCycler 480 Instrument – 
Software Version 1.5 –käyttöohje, Roche). Tällöin mitataan leimattujen koet-
timien erilaista sitoutumiskykyä eri alleeleihin. Samat koettimet sitoutuvat 
molempiin alleeleihin, jolloin alleelispesifisiä koettimia ei välttämättä tarvita. 
Menetelmillä saavutetaan tosin vain tieto siitä, onko SNP-lokuksen nukleotidi 
sama kuin koettimessa vai jokin muu emäs. Tämä tieto usein riittää, koska 
SNP-lokukset ovat käytännössä vain bialleelisia. Näillä koetintekniikoilla voi-
daan myös havainnoida useampaa lähekkäin sijaitsevaa SNP-lokusta sa-
manaikaisesti. Molemmissa menetelmissä mitattava signaali tulee vain spe-
sifisesti SNP-lokuksen sisältävästä monistustuotteesta, eivätkä reaktiossa 
mahdollisesti monistuvat epäspesifiset tuotteet juurikaan haittaa analyysiä.  
SimpleProbe-tekniikassa käytetään nimensä mukaisesti vain yhtä leimattua 
koetinta. Menetelmä on siten yksinkertainen ja suhteellisen halpa. Detektio 
perustuu koettimen lähettämään fluoresoivaan signaaliin, joka voimistuu ko-
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ettimen sitoutuessa vastinjuosteeseensa (kuva 4a). Sulamiskäyrän määri-
tyksen aikana reaktioseoksen lämpötilaa nostetaan kontrolloidusti, jolloin 
SNP-lokukseen heikommin sitoutuneet koettimet irtoavat vastinjuosteestaan 
ensin, jolloin  näytteen fluoresoiva signaali heikkenee (kuva 4b). Vahvemmin 
sitoutuneiden koettimien sekvenssi vastaa täysin SNP-lokuksen sekvenssiä 
ja niiden sulamiskäyrästä muunnettujen sulamispiikkien lämpötila on korke-
ampi (kuva 4c). Näytteissä, jotka ovat SNP-lokuksen suhteen heterotsygoot-
teja, nähdään  molemmat piikit. 
  
  
Kuva 4. SimpleProbe –tekniikka (LightCycler 480 Instrument – Software Version 1.5 
–käyttöohje). A) Koettimen rakenne. B) Sulamiskäyrä, jossa on esitetty fluoresenssin 
lasku lämpötilan funktiona. C) Sulamiskäyristä muunnetut sulamispiikit. Heterotsy-
goottisessa näytteessä erottuvat molemmat piikit. 
Myös HybProbe-tekniikka perustuu sulamiskäyriin ja tällä tekniikalla saatava 
tulos näyttääkin käytännössä samalta kuin SimpleProbe-tekniikan sulamis-
käyrät ja sulamispiikit (kuvat 5b ja c) (LightCycler 480 Instrument – Software 
Version 1.5 –käyttöohje). HybProbe-tekniikka perustuu fluoresoivaan reso-
nanssienergian siirtoon eli FRET-tekniikkaan. Tällöin analyysissä käytetään 
kahta leimattua hybridisaatiokoetinta, jotka sitoutuvat peräkkäin, muutaman 
nukleotidin päähän toisistaan (kuva 5a). Ensimmäinen koetin, jota kutsutaan 
luovuttajakoettimeksi, on leimattu fluoresoivalla leimalla 3’ päästä. Tämän 
koettimen jälkeen sitoutuva vastaanottava koetin on puolestaan leimattu 5’ 
päästä eri aallonpituudella emittoivalla leimalla. Kun luovuttajakoetimen lei-
maa viritetään sinisellä LED-valolla, se siirtää absorboimansa energian lä-
hellä sijaitsevalle vastaanottavan koettimen leimalle. Tämän leiman lähettä-
mä emissio mitataan ja sen avulla voidaan määrittää koettimen sulamis-
käyrät ja siten näytteen SNP-tyyppi. Kun koettimet ovat vapaana reak-
tioseoksessa, luovuttava ja vastaanottava leima eivät ole riittävän lähellä toi-
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siaan, jotta energiansiirto pääsisi tapahtumaan. Menetelmän etuna on Simp-
leProbe –tekniikkaan verrattuna useampien eri aallonpituudella emittoivien 
leimojen käyttömahdollisuus. Tällöin analyysi voidaan tehdä multipleks-
formaatissa eli määrittää useampien SNP-lokusten genotyyppi samassa re-
aktioseoksessa. 
 
Kuva 5. HybProbe –tekniikka (LightCycler 480 Instrument – Software Version 1.5 –
käyttöohje). A) Koettimen rakenne. B) Sulamiskäyrä, jossa on esitetty fluoresenssin 
lasku lämpötilan funktiona. C) Sulamiskäyristä muunnetut sulamispiikit. Heterotsy-
goottisessa näytteessä erottuvat molemmat piikit. 
 
2 VERKKOPERHONEN METAPOPULAATIOBIOLOGIAN MALLIORGANISMINA 
Metapopulaatiolla tarkoitetaan saman lajin, toisistaan erillisillä elinalueilla eli 
habitaateilla elävien alapopulaatioiden joukkoa (Levins 1970 Hanski & Gag-
giotti 2004 mukaan). Habitaattilaikut eivät kuitenkaan ole toisistaan täysin 
eristyksissä, vaan niiden välillä tapahtuu muuttoliikettä ja näin myös  geenien 
vaihtoa. Metapopulaatiobiologisessa tutkimuksessa keskitytäänkin ajatuk-
seen, että paikalliset populaatiot, jotka muodostavat yhdessä metapopulaa-
tion, ovat erillisiä tutkimusyksiköitä; yksiköitä joilla on kuitenkin yhteys toi-
siinsa satunnaisen muuttoliikkeen kautta (Hanski & Gaggiotti 2004). Verkko-
perhosesta (Melitaea cinxia) on tullut viime vuosikymmenenä tärkeä meta-
populaatiobiologian malliorganismi (Ehrlich & Hanski 2004). Se sopii hyvin 
tämän biologian haaran tutkimukseen, koska tällä perhosella on helposti 
määriteltävät ja tunnistettavat elinalueen vaatimukset. Sen habitaatit ovat 
toisistaan erillisiä kuivia niittyjä, jotka on helposti rajattavissa muusta maas-
tosta. Lisäksi on tärkeää, että verkkoperhosen toukkia on helppo tutkia 
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maastossa ja laboratorio-olosuhteissa. Perhoset ovat herättäneet tutkijoiden 
mielenkiinnon tutkimusorganismina myös siksi että niiden on osoitettu rea-
goivan erityisen herkästi tämän hetkiseen tärkeään biologiseen ongelmaan; 
ilmaston ja elinalueiden muutoksiin (Thomas & Hanski 2004).  
Suomessa verkkoperhosta esiintyy vain Ahvenanmaalla ja muutamilla sen 
pienillä lähisaarilla. Perhonen hävisi Manner-Suomesta 70-luvun lopulla. 
Professori Ilkka Hanskin johdolla on aloitettu 1991 verkkoperhosen Ahve-
nanmaan metapopulaation tutkimus, joka kattaa lajin koko nykyisen le-
viämisalueen Suomessa (Hanski ym. 1994). Kuvassa 6 on esitetty verkko-
perhosen  4 000 habitaattilaikkua 50 x 70 km:n alueelta (Hanski ym. 1995). 
Nämä saariston alapopulaatiot ovat kaikki niin pieniä, että ne ovat vaarassa 
hävitä, mikä tekee Ahvenanmaan verkkoperhosmetapopulaatiosta mielen-
kiintoisen ekologisen tutkimuskohteen. 
 
 
 
Kuva 6. Verkkoperhosen habitaattilaikut Ahvenanmaan saaristossa (Hanski ym. 
1995). Asutetut habitaattilaikut on merkitty mustilla pisteillä ja harmaat pisteet ku-
vaavat tyhjiä elinalueita. Kuvan ruudukon mittakaava on 10 x 10 km2. 
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2.1 Verkkoperhosen geenimarkkeritutkimus 
Usean perhoslajin kohdalla on osoitettu yhden geenin aminohappovaihtelun 
vaikuttavan merkittävästi perhosen elinkelpoisuuteen, mikä tekee perhosista 
hyviä esimerkkejä geneettisen monimuotoisuuden tutkimiseen (Watt ym. 
2003). Tämän eliöryhmän perimän tutkimus on perinteisesti keskittynyt silk-
kiperhoseen (Bombyx mori), jonka koko genomi on sekvensoitu (Xia ym. 
2004). Geneettisten markkereiden tutkimusta on kuitenkin jarruttanut, eten-
kin vähemmän tunnetuilla perhoslajeilla, sekvenssitiedon ja kustannustehok-
kaiden genotyypitysmenetelmien puute. 
SNP-geenimarkkereita on tutkittu verkkoperhoselta vain vähän, koska sen  
sekvenssitietoa ei juurikaan ole ollut saatavilla. Sekvenssitiedon puutteesta 
johtuen verkkoperhosella on jouduttu käyttämään vaihtoehtoista menetel-
mää SNP-lokusten tunnistuksessa, joka perustuu bakteriofaagi Mu:n trans-
positiokoneistoon (Orsini ym. 2007). Tutkimuksen perusteella näyttäisi, että 
tämän perhoslajin genomi sisältää yllättävän paljon SNP-markkereita. Nyt-
temmin 454 pyrosekvensointi on tuottanut valtavasti lisää informaatiota tä-
mänkin perhoslajin genomista (Vera ym. 2008). Tällä suuren mittakaavan si-
rupohjaisella pyrosekvensointimenetelmällä saatiin kerättyä 600 000 EST-
sekvenssiä, joista määritettiin muiden lähilajien avulla noin 9000 tunnettua 
geeniä ja yli 6000 vielä tunnistamatonta geenisekvenssiä.  
Verkkoperhosen, kuten muidenkin perhosten, mikrosatelliittien tutkimus on 
ollut vaikeaa (Neve & Méglecz 2000, Keyghobadi ym. 1999, Keyghobadi ym. 
2002, Sarhan 2006). Perhosten genomisista kirjastoista on löytynyt vain vä-
hän vaihtelevia mikrosatelliittialueita (Ji & Zhang 2004 Zhang 2004 mukaan). 
Usein kirjastosta on saatu seulottua vain noin viisi polymorfista lokusta, kun 
muilla tutkituilla hyönteislajeilla tämä luku on ollut selvästi suurempi. Verkko-
perhoselta näitä geenimarkkereita seulottiin neljästä mikrosatelliittien suh-
teen rikastuneesta geenikirjastosta, jolloin vain 37:en lokukseen saatiin 
suunniteltua PCR-alukkeet (Sarhan 2006). Useimpien tunnistettujen mik-
rosatelliittilokusten koko oli liian pitkä, toistojakso oli epäjatkuvaa tai lokuk-
sen ympäristössä oli toistojaksollista DNA:ta, mikä esti mikrosatelliitin PCR-
monistamisen. Lopulta tuloksena oli vain viiden geenimarkkerina toimivan 
mikrosatelliittijakson eristys ja karakterisointi. 
Perhosgenomeissa esiintyvät mikrosatelliitit ovat geenimarkkereina haas-
teellisia, koska niistä esiintyy usein niin sanottuja keskeytettyjä toistojaksoja 
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eli toistojaksojen välissä on tavallista sekvenssiä (Zhang 2004). Lisäksi per-
hosilla on havaittu mikrosatelliittiperheitä. Näillä tarkoitetaan lokuksia, joilla 
on identtiset tai lähes samanlaiset niitä reunustavat DNA-sekvenssit 
(Meglécz ym. 2004). Tällöin on mahdotonta suunnitella tietylle lokukselle 
spesifisiä alukkeita PCR-monistukseen, joten tällaisia perheisiin kuuluvia 
mikrosatelliitteja ei voida hyödyntää geenimarkkereina. Mikrosatelliittien ge-
notyypityksessä tarvittava lokuksen monistaminen on osoittautunut vaikeaksi 
myös tavallisten toistojaksojen yhteydessä. Syyksi on epäilty näiden geeni-
markkereiden ympäristön suurta sekvenssivaihtelua, jolloin satelliitin ympä-
rille on vaikea suunnitella hyvin koko näytejoukosta lokuksen monistavia 
PCR-alukkeita.  
2.2 Verkkoperhosen PGI-geeni ja molekyylitason vaihtelun merkitys populaation 
ekologiaan 
Fosfoglukoosi-isomeraasi (PGI) on glykolyysiin eli soluhengityksen ensim-
mäiseen reaktiosarjaan osallistuva entsyymi. Se katalysoi glykolyysin toisen 
vaiheen, glukoosi-6-fosfaatin muutoksen fruktoosi-6-fosfaatiksi. Tämä ent-
syymi on erityisen tärkeä paljon energiaa vaativassa lentämisessä, jossa se 
osallistuu nopeasti ATP-energiamolekyylejä  kuluttavien lentolihasten ener-
giataseen täydennykseen. Hyönteisten lentolihakset kuluttavat poikkeuksel-
lisen määrän energiaa ja siten monen glykolyyttisen entsyymin on toimittava 
tässä liikuntamuodossa lähellä maksimitasoaan (Suarez 2000). PGI-geenin 
tiettyjen alleelimuotojen onkin osoitettu olevan yhteydessä verkkoperhosen 
leviämistehokkuuteen uusille habitaateille ja population kasvuun (Haag ym. 
2005, Hanski & Saccheri 2006). Sen geenitason vaihtelun on osoitettu vai-
kuttavan myös monen muun lajin elinkelpoisuuteen ja siten tämä entsyymi 
toimii hyvänä esimerkkinä alleelivaihtelun vaikutuksesta populaatiotasolle 
asti (Patarnello & Battaglia 1992, Katz & Harrison 1997, Dahlhoff & Rank 
2000). 
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3 ANALYYSILAITTEISTOT JA -OHJELMAT 
3.1 MegaBace 1000 DNA –analysaattori 
MegaBace 1000 DNA –analysaattorin (GE Healthcare) toiminta perustuu 
kapillaarielektroforeesiin, jonka avulla laite erottelee DNA:n koon mukaan ja 
piirtää tästä elektroferogrammin (MegaBACE SNP Profiler User’s Guide 
Version 1.0). Laitteessa voidaan ajaa näytteitä 96:ssa kapillaarissa rinnak-
kain. Käytetyt kapillaarit ovat sisähalkaisijaltaan 75 µm, ulkohalkaisijaltaan 
200 µm ja niiden detektiopituus on 40 cm. Sekvensaattorin toiminta perustuu 
kapillaarien lineaariseen polyakryyliamiditäytteeseen, jonka avulla tapahtuu 
näytteen pituuserottelu.  Analysaattoria voidaan käyttää perinteiseen sek-
vensointiin, SNP-genotyypitykseen ja mikrosatellittianalyyseihin. 
Näytteet syötetään ajolaitteeseen 96-kuoppalevyltä jännitepulssin avulla, jol-
loin pieni osa kaikista levyn fluoresoivista näytteistä imaistaan kapillaareihin. 
Tämän jälkeen ne liikkuvat kapillaarien täyteaineessa kokonsa mukaan, ly-
hyet pisimmälle aivan kuten tavallisessa agaroosigeeliajossa. Laitteen laser-
valo virittää näytteen fluoresoivaa leimaa, joka puolestaan alkaa emittoida 
fluoresoivaa valoa. Tämä valo suodatetaan neljän eri suodattimen avulla va-
lon intensiteetin monistavaan putkeen, PMT-putkeen (Photo Multiplier Tube). 
Kahden PMT-putken avulla näytesignaalit saadaan monistettua ja muunnet-
tua sähköiseen muotoon, josta tuloksenkäsittely yksikkö piirtää elektrofero-
grammin. 
SNP-genotyypitys MegaBace-laitteistolla yhdistettynä SNuPe-tekniikkaan 
perustuu juuri ennen SNP-lokusta sitoutuneeseen koettimeen, johon SNuPe-
reaktiossa liitetään entsymaattisesti leimattu dideoksinukleotidi. Tämä nuk-
leotidi siis vastaa lokuksen SNP-genotyyppiä. Megabace-laitteella saadut 
genotyypitystulokset voidaan analysoida valmistajan SNP profiler –ohjelman 
avulla. Genotyypitys tapahtuu ohjelmaan syötetyn SNP-tyypin perusteella eli 
ohjelma hakee elektroferogrammista ennalta määritettyjä nukleotidipiikkejä. 
Ohjelma myös analysoi piikkien intensiteetin ja liikkuvuuden matriisissa, jol-
loin tulosten luotettavuutta on helpompi arvioida ja mahdolliset taustan aihe-
uttamasta kohinasta johtuvat väärät positiiviset tulokset on helpompi havaita. 
Analyysituloksen luotettavuudesta kertova piikkien intensiteetti ja suhteelli-
nen liikkuvuus on mahdollista havainnoida histogrammista, sirontakuvaajas-
ta tai numeerisena arvona. Kuvassa 7 on esitetty erään tässä opinnäyte-
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työssä analysoidun SNP-lokuksen genotyypistystulos sekä histogrammit. 
Kuvasta käy ilmi, että kyseinen näyte on ollut SNP-tyypiltään heterotsygootti 
(kuva 7a).  Histogrammit kuvaavat näytesarjan alleelityyppien lukumäärää ja 
normalisoitua liikkuvuutta geeliajossa (kuvat 7b ja c). (MegaBACE SNP Pro-
filer User’s Guide Version 1.0) 
 
 
  
Kuva 7. A) Yksittäisen näytteen elektroferogrammi, jossa G-alleeli on merkitty mus-
talla palkilla ja A-alleeli vihreällä. B) Kaikkien samassa ajossa mukana olleiden näyt-
teiden A-alleelien histogrammi. C) G-alleelien histogrammi. 
 
Mikrosatelliittianalyysi MegaBace-tekniikalla perustuu lokuksen sisältävän 
alueen PCR-tuotteen pituuden määrittämiseen leimatun alukkeen avulla. 
Mikrosatelliitteja voidaan analysoida useita eri lokuksia samasta reak-
tioseoksesta, hyvin suunniteltuna jopa 15 eri lokusta. Tällöin puhutaan pa-
neeleista.  Paneelin suunnittelussa on tärkeää välttää samalla leimalla mer-
kattujen lokusten päällekkäinen kulkeutuminen kapillaarissa. Näin analyysis-
sä voidaan siis käyttää samaa leimaa useampaan lokukseen, kunhan niiden 
pituusvaihtelu ei ole päällekkäistä. Tällainen näytelokusten ryhmittely sääs-
tää merkittävästi aikaa ja kustannuksia. Mikrosatelliittien analyysissä voi-
daan hyödyntää MegaBace-ajon jälkeen valmistajan Fragment Profiler –
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ohjelmaa, jolla voidaan analysoi automattisesti esimerkiksi näytteen mik-
rosatellittilokusten pituudet, alleelien jakaumat ja tulosten luotettavuuden. 
 
 
3.2 LightCycler 480 reaaliaikainen qPCR –analysaattori 
LightCycler 480 qPCR –laite (Roche) sopii 96- ja 384-levyjen ajoon, koska 
sen näyteyksikkö on laitteen käyttäjän vaihdettavissa (LightCycler 480 Inst-
rument Operato’s Manual Software version 1.5, Roche Diagnostics).  Lait-
teen näytetila  sisältää kuusi Peltier-elementtiä, jotka mahdollistavat nopean 
lämmönsiirron ja siten lyhyet ajoajat. Reaaliaikainen qPCR –analyysi voi-
daan suorittaa näin alle 40 minuutissa. Laitteen toiminta perustuu jokaisen 
monistussyklin yhteydessä mitattavaan näytteeseen lisätyn kaksijuosteiseen 
DNA:han sitoutuvan fluoresoivan leiman tai jollain fluoroforilla leimatun sek-
venssispesifisen oligonukleotidin leiman intensiteetin mittaukseen. Mittaus 
voidaan suorittaa myös monistuksen jälkeen sulamiskäyrän yhteydessä, jol-
loin seurataan missä lämpötilassa tietyn DNA-pätkän juosteet eroavat toisis-
taan ja fluoresoivan leiman lähettämän signaalin intensiteetti laskee. Tällais-
ta PCR-monistuksen jälkeistä analyysiä käytetään paljon genotyypityksessä. 
Laitteen havainnointiyksikkö koostuu ksenonlampusta, joka emittoi valoa 
laajalla aallonpituusalueella 430-630 nm. Lampun jälkeen näytteen leimaa 
virittävä valo ohjataan nestemäisen valo-ohjaimen avulla eksitaatiosuodatti-
mille. Viiden suodattimen avulla valitaan sopiva aallonpituus virittämään 
näytteen leimaa. Valo ohjataan näytelevylle linssin läpi, niin että se osuu 
2°:n kulmassa kaikkiin näytekaivoihin. Tämän jälkeen näytteen lähettämä 
emissio kerätään kuuden emissiosuodattimen avulla CCD-kameralle. Emis-
siosuodattimet mahdollistavat useamman eri aallonpituuden mittauksen no-
peasti peräjälkeen samasta näytekaivosta eli analyyseissä voidaan käyttää 
multipleks-tekniikkaa. Ksenonlampun lähettämän valon intensiteettiä mita-
taan samanaikaisesti rinnakkaisella referenssikanavalla, jolloin sen intensi-
teettivaihtelut eivät vaikuta näytteestä mitattavan emission voimakkuuteen.  
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4 TYÖN TAVOITTEET 
Tämän opinnäytetyön tavoitteena oli pystyttää uusia ja optimoida jo aikai-
semmin käytettyjä SNP-genotyypitysmenetelmiä verkkoperhoselle. Ensim-
mäisenä tavoitteena oli optimoida jo aikaisemmin tutkitun PGI-geenin kol-
men eri SNP-lokuksen PCR-monistus, joka on aikaisempien analyysien yh-
teydessä osoittautunut vaikeaksi. Tämän työvaiheen hyvä monistusteho on 
edellytys geenin onnistuneeseen genotyypitykseen SNuPe-menetelmällä ja 
minisekvensoinnilla. Tässä opinnäytetyössä etsittiin myös vaihtoehtoista 
tekniikkaa PGI-geenin SNP-analyysille, koska aikaisemmin käytetty SNuPe-
menetelmä yhdistettynä automaattiseen minisekvensointiin on osoittautunut 
työlääksi ja tulokset laadultaan vaihteleviksi. Työssä kehitettiin kvantitatiivi-
seen PCR-analyysiin perustuvaa SNP-genotyypitystä, joka pohjautui kahden 
tyyppisiin hybridisaatiokoettimiin; SimpleProbe- ja HybProbe-tekniikoihin.  
Työn toisessa osassa karakterisoitiin uusia SNP- ja mikrosatelliittilokuksia. 
Tarkoituksena oli seuloa suuresta geenijoukosta sopivia geenimarkkereita 
myöhempiä analyysejä varten. Työ alkoi laajalla bioinformatiikan osuudella, 
jossa etsittiin useita eri genomisia tietokantoja hyväksi käyttäen markkerit si-
sältävien geenien rakenteet, intronien ja eksonien paikat sekä mikrosatelliit-
tien yhteydessä myös UTR-alueet (Untranslated Region). Näitä alueita tun-
nistettiin etsimällä tietokannoista lähilajien homologisia eli samasyntyisiä 
geenejä. Tämän jälkeen analysoitaviin lokuksiin suunniteltiin sopivat PCR-
alukkeet ja niiden toiminta varmistettiin sekvensoimalla monistustuotteet. 
Lopuksi parhaiten monistuvat SNP- ja mikrosatelliittilokukset genotyypitettiin 
käyttäen SNP-markkereiden analysointiin SNuPe-menetelmää yhdistettynä 
automaattiseen minisekvensointiin ja mikrosatelliittilokuksien analysointiin 
leimattujen alukkeiden ja minisekvensoinnin yhdistelmää. Mikrosatelliittiana-
lyysissä oli myös tavoitteena selvittää, esiintyy lokuksissa geenimarkkereilta 
vaadittavaa vaihtelua eli polymorfismia eri populaatioiden välillä.  
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5 MATERIAALIT JA MENETELMÄT 
5.1 PGI-geeni 
PGI-geenin sekvenssi ja tutkittujen SNP-lokusten tyyppi sekä sijainti ovat liit-
teessä 1. Kaikki PGI-geenin monistuksessa ja genotyypityksessä käytetyt 
alukkeet ovat taulukossa 1. 
Taulukko 1. PGI-geenin SNP-lokusten monistuksessa ja genotyypityksessä käytetyt 
alukkeet ja koettimet.  
 
 
5.2 Kolmen eri SNP-lokuksen PCR-monistuksen optimointi  
PCR-optimointi aloitettiin tutkimalla kuinka paljon ja minkä laatuista DNA:ta 
verkkoperhosen toukkanäytteistä saadaan Macherey-Nagel Genomic DNA 
from Tissue –reagenssipakkauksella. Tätä varten eristettiin kymmenestä ai-
kaisemmin Ranskasta kerätyistä perhosentoukista  genominen DNA valmis-
tajan ohjeen mukaisesta. Toukat punnittiin, jotta niiden massa voitiin ottaa 
huomioon saantoa laskettaessa. Eristetyn DNA:n konsentraatiot mitattiin 
sepktrofotometrisesti mittaamalla näytteen absorbanssi aallonpituudella 
260nm (HP 8452A, Hewlett  Packard, Saksa). Näytteen laatua arvioitiin 
myös agaroosigeeliajolla (0,6 % SeaKem LE agaroosi). Agaroosigeeliin lisät-
tiin 0,2 µg/ml etidiumbromidia ja ajo tapahtui 1xTBE-puskurissa (89 mM Tris, 
89 mM  H3BO3, 2 mM Na2EDTA, pH 8,3). 
DNA-näytteen lisäämismahdollisuutta testattiin monistamalla näytettä sattu-
manvaraisten alukkeiden avulla GenomiPhi V2 –reagenssipakkauksella. 
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Monistaminen tehtiin kahdesta edellä eristetystä DNA-näytteestä, näytteet 3 
ja 6,  valmistajan ohjeiden mukaisesti (GE Healthcare). Monistettu näyte 
puhdistettiin  käyttämättä jääneistä alukkeista, heksameereista, MicroSpin 
G-50 kolonnilla edelleen valmistajan ohjeiden mukaisesti (GE Healthcare). 
Saadut näytekonsentraatiot mitattiin spektrofotometrisesti kuten edellä ja 
näytteen laatu tarkastettiin monistamalla PGI SNP-lokukset rinnakkain alku-
peräisistä näytteistä ja GenomiPhi-lisätyistä näytteistä. 
PCR-monistuksessa optimoitavia parametrejä olivat: templaatin määrä, 
alukkeiden sitoutumis- eli anniilauslämpötila gradienttiajolla, dNTP-, aluke- ja 
magnesiumkonsentraatiot. PCR-monistuksessa käytettiin DynaZyme II –
entsyymiä  (FinnZymes). Työssä testattiin myös DMSO:n ja BSA:n vaikutus-
ta monistustehoon. Reaktioseokseen kokeiltiin myös lisätä prosessiivisem-
paa iProof (Bio-Rad) entsyymiä DynaZyme II DNA-polymeraasin lisäksi. Lo-
puksi testattiin vielä sisältääkö näyte DNA-polymeraasin synteesitehoa las-
kevia, sen toimintaa haittaavia, inhibiittoreita kuten esimerkiksi fenolisia yh-
disteitä. Tämä testattiin monistamalla aikaisemmin tehokkaasti monistunutta 
plasmidinäytettä (pCI-neo 48K –konstrukti) sekä iProof että Dynazyme II –
entsyymeillä. Tähän hyvin monistuvaan näytteeseen lisättiin eri määriä tou-
kan DNA:ta, jolloin sen mahdollisesti sisältämä inhibiittori vaikuttaisi myös 
plasmidin sisältämän 48K-proteiinin monistumiseen. Monistuminen havain-
noitiin agaroosigeeliajolla kuten edellä. Kaikissa PCR-monistusvaiheissa 
käytettiin DNA Engine –laitetta (MJ Research) ja taulukossa 1 esitettyjä 
PCR-alukkeita. 
Lopuksi heikoimmin monistuvaan PGI SNP2 -lokukseen suunniteltiin uudet 
PCR-alukkeet (Primer3-ohjelma v.0.4.0.  http://fokker.wi.mit.edu/primer3/ in-
put.htm). Myös nämä alukkeet ovat taulukossa 1 (PGISNP2-F100 ja –R100). 
Reaktio-olosuhteet tarkastettiin näille uusille alukkeille sopiviksi. 
 
5.3 SNP-genotyypitys qPCR-menetelmällä 
qPCR-pohjaisessa genotyypityksessä testattiin SimpleProbe- ja HybProbe-
tekniikoita. Analyysit tehtiin LightCycler 480 v.2.0 –reaaliaikaisella qPCR-
laitteella (Roche) ja tulokset käsiteltiin LightCycler 1.5 –analyysiohjelmalla 
(Roche). Näytteinä käytettiin aikaisemman tutkimuksen yhteydessä eristet-
tyä verkkoperhosen toukka-DNA:ta. SimpleProbe-menetelmää käytettiin vain 
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PCR-optimoinnin yhteydessä parhaiten monistuneeseen PGI SNP 3 –
lokukseen. Koetin suunniteltiin Roche Diagnosticin suositusten mukaisesti, 
ilman erityistä suunnitteluohjelmaa (taulukko 1). Ajossa käytettiin samoja 
alukkeita kuin edellä PCR-optimoinnissa. qPCR-ohjelma on liitteessä 2. Re-
aktioseoksessa testattiin erilaisia reagenssipitoisuuksia, mutta parhaimmat 
tulokset saavutettiin olosuhteilla: 20 ng genomista DNA:ta, 1:20 laimennus 
LightCycler 480 Genotyping Master mix, 2,25 mM lisättyä MgCl2, 0,5 µM mo-
lempia alukkeita sekä 0,2 µM SimpleProbe-koetinta. Reaktion totaalivolyymi 
oli 10 µl ja ajossa käytettiin 384-kuoppalevyjä (LightCycler 480 Multiwell Pla-
te 384, Roche). 
HybProbe-tekniikkaa käytettiin kaikkien kolmen PGI SNP –lokusten geno-
tyypitykseen. Myös tämän työvaiheen koettimet suunniteltiin Roche Diagnos-
ticin suositusten mukaisesti, (Roche Molecular Biochemicals Technical Note 
No. LC 6/99) ilman erityistä suunnitteluohjelmaa. Koettimet ja käytetyt aluk-
keet ovat taulukossa 1. Tätä genotyypitysmenetelmää optimoitiin ajamalla 
kukin SNP-lokus erillisessä reaktiossa sekä yhdessä reaktioseoksessa eli 
multiplex-formaattissa. Reaktioseoksissa käytettiin  LightCycler 480 Genoty-
ping Master –reagenssia ja optimoinnissa seurattiin suurelta osin Roche Mo-
lecular Biochemicals Technical Note No. LC 9/2000 –ohjetta. Tuotteen mo-
nistuminen tarkastettiin optimoinnin aluksi ajamalla lopputuote agaroosigee-
lissä sekä käyttämällä LightCycler 480 SYBR Green I Master –reagenssia 
(Roche), jolloin monistumistehoa oli mahdollista seurata SYBR Green –
kemian ja monistumiskuvaajien avulla. Parhaat genotyypitystulokset multi-
plex-tekniikalla saavutettiin reaktioseoksella: 5 ng genomista DNA:ta, 1:5 
laimennus LightCycler 480 Genotyping Master mix, 1,0 µM kutakin aluketta 
sekä  0,2 µM hybridisaatiokoettimia. Reaktion totaalivolyymi oli 10 µl ja täs-
säkin analyysissä käytettiin 384-kuoppalevyjä. Ajo-ohjelma on liitteessä 2. 
5.4 Uusien SNP-lokusten karakterisointi 
Tässä opinnäytetyössä oli mukana SNP-genotyypityksessä alkujaan 40 
verkkoperhosen geeniä (liite 3), joista seulottiin sopivat geenit ja lokukset 
varsinaisiin analyyseihin. Jokaisen geenin rakenteet pyrittiin selvittämään 
sekvenssivertailujen avulla. Ennustettujen eksoni-intronirakenteiden perus-
teella kustakin geenistä valittiin sopivimmat lokukset PCR-monistukseen. 
Edelleen tehokkaasti monistuvat geenialueet, jotka sisälsivät SNP-markkerit, 
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sekvensoitiin oikean monistustuotteen varmistamiseksi. Lopullisessa SNu-
Pe-genotyypityksessä oli mukana 18 SNP-lokusta 17:sta eri geenistä ja 4 
negatiivisena kontrollina toimivaa lokusta, joissa ei odotettu polymorfismia. 
5.4.1 Bioinformatiikka ja PCR-monistus 
Geenien rakenteiden ennustamiseen käytettiin GenBank (NCBI, National 
Center for Biotechnology Information) sekä Ensembl –tietokantoja, joista et-
sittiin muiden lajien vastaavia geenejä. Käytettyjä lajeja olivat: Bombyx mori, 
Apis mellifera, Toxoptera citricida, Aedes aegypti, Xenopus laevis, Drosophi-
la melanogaster ja muutaman geenin yhteydessä myös ihminen (Homo sa-
piens). Haku tehtiin valtaosassa geeneistä NCBI:n tBLASTx-haulla käyttäen 
tunnettua verkkoperhosen EST-sekvenssiä (Expressed Sequence Tag). 
Tämä haku etsii käännetyn nukleotidisekvenssin avulla mahdollisimman sa-
mankaltaisen  käännetyn nukleotidisekvenssin tietokannasta. Tämän haku-
toiminnon avulla etsittiin lähilajin lähetti-RNA sekvenssi sekä WGS-
sekvenssi (Whole Genome Shotgun). Lähetti-RNA sekvenssin avulla oli 
mahdollista paikantaa oikea alue pitkästä WGS-sekvenssistä. Lopuksi tätä 
genomista sekvenssipätkää käytettiin tunnistamaan verkkoperhosen EST-
sekvenssin eksoneiden rajat ja arvioimaan introneiden pituuksia. Tunnistuk-
sessa käytettiin GenBank –tietokannan Spidey-työkalua 
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/IEB/Research/Ostell/Spidey/).  
Geenirakenteiden arvioinnin pohjalta jokaisesta geenistä valittiin ne verkko-
perhosen SNP-lokukset, joiden sijainti sekä tunnettu polymorfismi olivat ge-
notyypitykseen sopivimpia. Tällaiselle alueelle suunniteltiin Primer3-
ohjelmalla PCR-alukkeet (liite 3) ja monistuminen testattiin muutamalla eri 
toukkanäytteellä. Pisimmät monistustuotteet (>200 bp) eristettiin suoraan 
agaroosigeelistä sekvensoitaviksi NucleoSpin Extract II –
reagenssipakkauksella (Macherey-Nagel). Sekvensointi tehtiin toisella PCR-
monistuksessa käytetyistä alukkeista. Lyhyemmät monistustuotteet kloonat-
tiin ensin TOPO TA Cloning PCR 2.1 –kloonauspakkauksella valmistajan oh-
jeiden mukaisesti (Invitrogen) ja sekvensoitiin tämän jälkeen plasmidin T7-
alukkeella (5’ TAA TAC GAC TCA CTA TAG GG 3’). Lyhyiden monistustuot-
teiden kloonaus tehtiin parempilaatuisen sekvenssin saamiseksi.  
Lopuksi valitut SNP-lokukset monistettiin SNuPe-reaktiota varten. Näytteinä 
käytettiin viittätoista aikaisemmin Ahvenanmaalta kerättyä verkkoperhosen 
siiven DNA-näytettä ja seitsemää Länsi-Ranskasta kerättyä toukkanäytettä. 
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DNA:t oli eristetty jo valmiiksi aikaisempien tutkimusten yhteydessä. PCR-
reaktio sisälsi: 0,750 µM kutakin aluketta, 350 µM dNTP:tä, 10-150 ng DNA-
templaattia,  1x F511 reaktiopuskuria ja 0,02 U/µl DynaZyme II entsyymiä 
(Finnzymes). Monistuksessa käytettävät olosuhteet olivat: 5 min 95 °C, 1 
min 94 °C, 30 s 54 °C, 40 s 72 °C. Reaktiosyklejä oli yhteensä 40.   
Lopuksi monistustuotteet tarkastettiin ajamalla 5 µl PCR-tuotetta 1 % aga-
roosigeelissä. Tämän jälkeen PCR-reaktioista osa (5 µl) puhdistettiin ylimää-
räisistä nukleotideista ja alukkeista Exonuclease I ja Shrimp Alkaline 
Phosphatase (SAP) –entsyymeillä (Fermentas). Puhdistuksessa käytettiin 
vain puolet valmistajan suosittelemasta entsyymimäärästä, koska tämä mää-
rä on osoittautunut riittäväksi aikaisempien analyysien yhteydessä (5 U 
Exonuclease I ja 1 U Shrimp Alkaline Phosphatase -entsyymiä). Muilta osin 
puhdistuksessa seurattiin valmistajan ohjeita.  
5.4.2 SNuPe-tekniikka ja Megabace-minisekvensointi 
SNuPe-raktioissa käytettiin SNuPe premix –reagenssia (GE Healthcare). 
Reaktiot sisälsivät 1 µl SNuPe premix –reagenssia, 0,2 µM SNP-koetinta ja 
1-3 µl puhdistettua PCR-tuotetta 10 µl:n reaktiovolyymissä. SNP-koettimet 
on listattu taulukossa 2. Alukkeet suunniteltiin sekvenssiin juuri ennen SNP-
lokusta ilman erillistä suunnitteluohjelmaa. SNuPe-reaktiossa käytettiin PCR-
laitetta ja reaktio-ohjelma sisälsi 25 monistussykliä olosuhteilla: 10 s 96 °C, 5 
s 50 °C, 10 s 60 °C. Reaktion jälkeen tuote puhdistettiin ylimääräisistä nuk-
leotideista SAP-entsyymillä (1 U, 30 min 37 °C, 15 min 65 °C) (GE Healthca-
re).  
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Taulukko 2. SnuPe-reaktioissa käytetyt koettimet. Frekvenssi kertoo harvinaisem-
man SNP-alleelin esiintymistiheyden. 
 
 
MegaBace-ajoon pipetoitiin 5 µl SNuPe-tuotetta, 5 µl H20, 5 µl latauspusku-
ria ja 0,008 µl injektiomarkkeria (MegaBACE SNuPe Genotyping Kit, GE 
Healthcare). Reaktiot analysoitiin automaattisella minisekvensaattorilla, Me-
gaBace 1000 –kapillaarilaitteella (GE Healthcare, GmbH, Germany). Tulok-
set käsiteltiin SNP profiler –ohjelmalla (GE Healthcare). Kaikki ohjelman 
analysoimat elektroferogrammit käytiin läpi myös manuaalisesti tulosten 
varmistamiseksi. Lopuksi epäselvät tulokset analysoitiin uudelleen, useim-
missa tapauksista aloittaen alusta PCR-monistuksesta. Näissä varmistus-
analyyseissä  nukleotidireaktiossa käytettiin selvemmän tuloksen saamiseksi 
1 µl:n sijaan 3 µl SNuPe premix –reagenssia. 
5.5 Mikrosatelliittianalyysit 
Mikrosatelliittianalyyseissä seulottiin suuresta geenimarkkerilistasta sopi-
vimmat, hyvin monistuvat lokukset MegaBace-analyysiin. Kaikki mikrosatel-
liittianalyysissä mukana olleet geenit ovat liitteessä 4. Mikrosatelliittien vaih-
telua tutkittiin lopulta kahdeksasta eri lokuksesta. Nämä geenit ja käytetyt 
PCR-alukkeet ovat taulukossa 3. 
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Taulukko 3. MegaBace-analyysissä mukana olleet geenit, homologin nimi, NCBI-
numero, toistoyksikön tyyppi  ja käytetyt PCR-alukkeet. Alukkeisiin on lisäksi merkit-
ty niissä käytetyt 5’pään leimat. 
 
 
5.5.1 Bioinformatiikka 
Sekvenssivertailuilla pyrittiin tunnistamaan mikrosatelliitin sisältävän geenin 
rakenteet. Kaikki mukana olleet geenit ovat liitteessä 4. Sekvenssivertailuilla 
pyrittiin selvittämään sijaitseeko mikrosatelliitiksi tunnistettu lokus UTR-
alueella vai koodavassa osassa geeniä. Lokukset, jotka näyttivät sekvenssi-
vertailun perusteella sijaitsevan eksonissa hylättiin, lukuunottamatta kolmen 
nukleotidin toistojaksoja eli triplettitoistoja. Muut kuin triplettitoistot eksoni-
alueilla sotkisivat geenin lukukehyksen, joten tällaiset lokukset eivät ole to-
dennäköisiä käyttökelpoisia geenimarkkerilokuksia.  
Mikrosatelliittien sekvenssivertailuissa käytettiin GenBank ja Ensembl sek-
venssitietokantoja kuten edellä SNP-analyyseissä. Myös PCR-alukkeet, 
alustava PCR-monistus, jossa testattiin alukkeiden toiminta, ja monistustuot-
teen varmistaminen tehtiin samoilla menetelmillä. Kaikkien alukeparien 5’ 
pään aluke eli ns. forward-aluke oli leimattu 6-FAM, TET tai HEX leimalla. 
Leima oli liitetty alukkeen 5’ päähän. Mikrosatelliittianalyyseissä käytettiin 
40:ä Ahvenanmaan verkkoperhosten siipinäytteistä jo aikaisemmin eristettyä 
DNA-näytettä. Näytteet edustivat eri alapopulaatioita niin, että samasta po-
pulaatiosta oli korkeintaan kaksi näytettä. Lisäksi mukana oli seitsemän 
Raskasta kerättyä näytettä. 
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5.5.2 MegaBace-analyysi 
Analyysit tehtiin kahdessa eri paneelissa, koska mikrosatelliittien toistojakso-
jen pituusvaihtelusta ei ollut etukäteistietoa. Näin pyrittiin välttämään samalla 
leimalla merkittyjen monistustuotteiden päällekkäisyys. Paneelien ryhmittely 
on esitetty kuvassa 8. MegaBace-analyysiin tehdyt PCR-reaktiot sisälsivät 
200 mM kutakin dNTP-molekyyliä, 0,35 µM molempia alukkeita, 1x F-511 
DynaZyme reaktiopuskuria, 0,02 U/µl DynaZyme II polymeraasia (FinnZy-
mes) sekä 20-40 ng DNA-templaattia. Reaktio tehtiin 20 µl:n totaalitilavuu-
dessa. Monistusreaktio sisälsi 40 sykliä olosuhteilla: 10 min 95 °C, 60 s 94 
°C, 30 s 55 °C, 50 s 72 °C ja viimeinen ekstensiovaihe 7 min 72 °C. Kaikki 
monistusreaktiot tehtiin erikseen ja saman paneelin tuotteet yhdistettiin vasta 
PCR-reaktion jälkeen, kun näytteen monistuminen oli vielä tarkastettu aga-
roosigeeliajolla. Reaktiot laimennettiin ennen sekoitusta 1:100 ja tästä seok-
sesta otettiin analyysiin 3 µl. Näyte sekoitettiin 12 µl:aan Et-ROX 550 pituus-
standardin laimennusta (1:47) (GE Healthcare). Näytteet ajettiin 96-
kuoppalevyllä Megabace 1000 –kapillaarilaitteella (GE Healthcare, GmbH, 
Germany). Mikrosatelliittitulosten analysointiin käytettiin laitteen valmistajan 
Fragment Profiler 1.2 –ohjelmaa. Näytteistä ajettiin kaksi rinnakkaista ajoa 
tulosten varmistamiseksi. 
 
Kuva 8. Mikrosatelliittilokusten MegaBace-ajoissa käytetyt paneelit. Paneeleissa on 
esitetty tutkitun geenin numero, käytetty leima ja sen väri sekä suuntaa antava tuot-
teen pituus. 
 
27 
6 TULOKSET JA TULOSTEN TARKASTELU 
6.1 DNA-eristys ja näytteen lisääminen 
Eristetyn DNA:n laatu ja määrä vaihtelivat paljon eri toukkanäytteiden kes-
ken. Taulukossa 4 on esitetty eristetyn DNA:n konsentraatiot, kokonaissaan-
to, saanto massaa kohden ja DNA:n puhtaudesta kertova A260/A280 –
suhdeluku. Konsentraatiot vaihtelivat paljon, välillä 105 – 2724 ng/µl. Saan-
nossa toukan massan suhteen oli myös suurta vaihtelua, vaikka suurista 
toukista saatiinkin odotetusti keskimäärin enemmän DNA:ta (Spearmanin 
korrelaatio; kuva 9). Saanto oli muutaman toukkanäytteen kohdalla epäilyt-
tävän suuri ja onkin mahdollista että näytteeseen jääneet väripigmentit ab-
sorboivat mittausaallonpituudella nostaen saantoa. Saantoa on voinut nos-
taa myös näytteeseen jäänyt RNA. Puhtaudessa ei ollut suuria eroja eri 
näytteiden välillä, ainakaan A260/A280 –suhdeluvun perusteella. Agaroosigee-
liajon perusteella eristetty DNA oli osittain pieniksi fragmenteiksi hajonnutta, 
tosin koska näytteelle ei tehty RNaasi-käsittelyä osan pienemmistä fragmen-
teista on voinut aiheuttaa näytteeseen jäänyt RNA (kuva 10). Geelissä ei 
kuitenkaan näkynyt selviä ribosomaaliselle RNA:lle tyypillisiä raitoja. 
Taulukko 4. Eristetyn DNA:n konsentraatio, kokonaissaanto, saanto massaa kohden 
ja  A260/A280 –suhdeluku. 
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Kuva 9. Korrelaatio toukan massan ja DNA-saannon välillä. 
 
 
Kuva 10. Agaroosigeelikuva eristetyistä perhosentoukan DNA-näytteistä. Näytteitä 
on pipetoitu kaivoihin sama mikrolitramäärä. Käytetyn pituusstandardin lyhyin tuote 
on 250 emästä ja pisin 10 000 emästä pitkä. 
Eristetyn DNA:n lisäys GenomiPhi-reagenssipakkauksella toimi, mutta saan-
to oli valmistajan ilmoittamaa pienempi. Monistusreaktiossa käytetty 10 ng 
lähtömateriaalia  tuotti 1,8  ja 2,1 µg DNA:ta. Pieneen saantoon on tosin voi-
nut vaikuttaa jo edellä mainittu näytteen sisältämien väripigmenttien tai mui-
den yhdisteiden DNA-konsentraatiota nostava vaikutus spektrofotometrises-
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sa mittauksessa. Näin monistukseen ei ole välttämättä alun perinkään laitet-
tu todellisuudessa 10 ng:aa lähtömateriaalia. Monistetuista näytteistä eri 
DNA-lähtömateriaalimäärillä tehty PGI SNP2 –lokuksen PCR gradienttiajolla 
osoitti, että GenomiPhi –monistettu näyte toimii PCR-reaktiossa yhtä hyvin 
tai paremmin kuin monistamaton näyte (tuloksia ei ole esitetty).  
 
6.2 PGI-geenin SNP-lokusten PCR-monistuksen optimointi 
Geenin SNP-lokusten monistuksen optimoinnissa jouduttiin testaamaan se-
kä reaktio-olosuhteet että reaktioseoksen eri komponenttien määrät. Heikko 
monistuminen saattoi johtua alueelta tunnistettujen vaihtelevien emäksien 
suuresta määrästä, jolloin ne ovat voineet haitata alukkeiden sitoutumista 
joissakin näytteissä. Geenin tiedetään sisältävän paljon polymorfismia. Eri-
tyisesti SNP 2 -lokuksen kohdalla optimointi oli vaikeaa eikä tuottanut juuri-
kaan tulosta. Tähän lokukseen  päädyttiin suunnittelemaan kokonaan uusi 
alukepari. Vanhojen alukkeiden ongelmana saattoi olla, että ne monistivat 
eksonin ylittävän monistustuotteen. Tällöin on vaarana, että jos SNP-
lokuksen lisäksi tiettyyn genotyyppiin liittyy muitakin geenimuutoksia, esi-
merkiksi intronin pituudessa, tällaiset genotyypit eivät monistu yhtä tehok-
kaasti. Taulukossa 5 on esitetty kaikkien kolmen PGI-geenin SNP-lokusten 
optimoidut PCR-olosuhteet sekä taulukossa 6 niiden PCR-ohjelmat. SNP 2-
lokuksen kohdalla on esitetty olosuhteet uudelle, vain eksonin monistavalle, 
alukeparille. Huonoa PCR-monistumista ei näyttänyt selittävän näytteeseen 
jääneet fenoliset yhdisteet tai muut inhibiittorit.  
Taulukko 5. PGI-geenin SNP-lokusten monistukseen optimoidut reagenssimäärät.. 
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Taulukko 6. PGI-geenin SNP-lokusten PCR-ohjelmat. 
 
 
6.3 PGI SNP –lokusten genotyypitys SimpleProbe ja HybProbe qPCR –
menetelmillä  
Genotyypityksessä SimpleProbe-tekniikkalla oli ongelmana heterotsygoottis-
ten näytteiden tunnistaminen. Tällä tekniikalla heterotrygootiksi tiedetty näy-
te vaikutti useamman näytteen kohdalla sulamiskäyrän perusteella homo-
tsygootilta (Kuva 11). Näiden kontrollinäytteiden genotyypitys oli aikaisem-
min tehty SNuPe MegaBace –tekniikalla ja useiden näytteiden kohdalla tulos 
oli varmistettu myös  sekvensoimalla monistustuote. 
 
Kuva 11. PGI SNP3 –lokuksen genotyypitys SimpleProbe-tekniikalla. Sulamis-
käyrään on merkitty nuolella esimerkki näytteestä, joka tiedettiin heterotsygootiksi, 
mutta qPCR-menetelmä ei riittänyt tunnistamaan näytteestä luotettavasti  kahta su-
lamispiikkiä. 
Myöskään HybProbe-tekniikka ei toiminut hyvin PGI-geenin genotyypityk-
sessä. Ongelmana ei ollut niinkään multipleks-määritys, koska tutkittujen 
kolmen eri lokuksen määritys samassa reaktiossa näytti toimivan lähes sa-
malla tavalla kuin yksittäisetkin reaktiot, vaan yksittäisten koetinparien toimi-
vuus oli heikkoa. Jo koettimien suunnitteluvaihe oli haasteellinen SNP-
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lokusten lähellä sijaitsevien vaihtelevien emästen vuoksi. Erityisesti SNP lo-
kus 2:en kohdalla sekvenssissä oli useampi vaihteleva emäs lähellä SNP-
lokusta, jolloin optimaalisia hybridisaatiokoettimia oli mahdotonta suunnitella 
(kuva 12). Tämän vuoksi SNP-lokus jäi liian lähelle koettimen reunaa eikä 
alukkeiden sulamiskäyristä saatu riittävän selviä erottamaan genotyyppejä 
toisistaan.  
 
 
 
Kuva 12. PGI SNP2 –lokusta ympäröivä sekvenssi, PCR-alukket ja punaisella poh-
javärillä korostetut hybridisaatiokoettimet. SNP-lokuksen (ympyröity) lähellä sijaitse-
vat vaihtelevat nukleotidit on korostettu vihreällä värillä. 
 
6.4 Uusien SNP-lokusten karakterisointi: sekvenssivertailut ja PCR-monistus 
Tässä opinnäytetyössä oli alkujaan mukana EST-sekvenssien perusteella 40 
uutta SNP-markkereita sisältävää geeniä. Näistä geeneistä karsiutui sek-
venssivertailujen perusteella suoraan 7 geeniä, joille ei löytynyt sopivia ver-
tailugeenejä lähilajeilta tai eksoni-intronirakenteita ennustava Spidey -
analyysi ei onnistunut. PCR-monistusvaiheessa karsiutui valtaosa genotyypi-
tyksestä pois jääneistä geeneistä, koska alukeparit eivät toimineet riittävän 
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hyvin tai ne monistivat vain osan näytteistä. Tässä työvaiheessa karsiutui 
pois 15 geeniä. Näin lopulliseen SNuPe-Megabace – genotyypitykseen jäi 
17 geeniä eli 43 % alkuperäisestä geenilistasta, joista analysoitiin 18 SNP-
lokusta. Jos sekvenssivertailiuhin ja PCR-monistuksen optimointiin olisi käyt-
tänyt enemmän aikaa, olisi onnistumisfrekvenssi ollut korkeampi. Tämän 
opinnäytetyön tarkoituksena oli kuitenkin testata nopeaa jatkoanalyyseihin 
sopivien SNP-lokusten seulontaa suuresta geenijoukosta. 
Kaikki monistuneet geenipätkät osoittautuivat sekvensoinnin perusteella oi-
keiksi monistustuotteiksi. Sekvensointi oli kuitenkin hyödyllistä, koska sen 
perusteella intronien raja-alueet oli helpompi paikantaa tarkasti, mikä taas 
helpotti MegaBace-alukkeiden suunnittelua. Tällöin monistustuotteen sisäl-
tämistä SNP-lokuksista oli mahdollista valita genotyypitykseen eksonin kes-
kivaiheilla sijainnut SNP-markkeri.  
 
 
6.5 Uusien SNP-lokusten genotyypitys SNuPe-MegaBace –tekniikalla  
Uusista SNP-lokuksista löytyi neljästätoista analysoidusta lokuksesta odotet-
tua polymorfismia, tosin alleelien frekvenssi oli usein hiukan erilainen kuin 
alun perin SNP-lokusten etsinnän yhteydessä laskettu allelien esiintymisti-
heys. Tämä alkuperäinen frekvenssi oli laskettu selvästi suuremmasta näy-
temäärästä kuin tässä opinnäytetyössä saadut frekvenssit. Vaihtelua ei ha-
vaittu neljässä SNP-lokuksessa lainkaan. Ranskasta kerätyistä näytteistä tä-
tä polymorfismia ei löytynyt yhtä monesta lokuksesta, mikä olikin odotettua 
koska Ranskalaiset verkkoperhoset kuuluvat eri evolutiiviseen haaraan eli 
kladiin kuin Ahvenanmaan verkkoperhoset. Ahvenanmaan näytteiden otos-
koko oli suurempi (15 yksilöä) verrattuna Ranskasta kerättyihin näytteisiin (7 
yksilöä). Kuitenkin jos vertailuun otetaan Ahvenanmaan näytteistä vain seit-
semän ensimmäistä yksilöä kuten Ranskalaisistakin näytteistä, niin tulos on 
sama eli Ahvenanmaan näytteissä esiintyy näidenkin näytteiden kohdalla 
polymorfismia, joista Ranskasta kerätyissä näytteissä tämä vaihtelu puuttuu.  
Genotyypitystulokset on esitetty taulukossa 7, josta käy ilmi odotettu SNP-
tyyppi ja vastaavasti MegaBace-analyysillä saatu tulos sekä alleelien frek-
venssit kaikissa näytteissä yhteensä,  frekvenssit vain Ahvenanmaalta kerä-
tyissä näytteissä ja Ranskasta kerätyissä näytteissä. Tarkemmat MegaBace-
ajon tulokset ovat liitteessä 5. 
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Taulukko 7. SNP-genotyypitystulokset. Laskennallinen frekvenssi kertoo SNP-
lokusten paikantamisen yhteydessä Ahvenanmaalta kerätyistä näytteistä löydetyn 
vaihtelun. Tällöin eri geenien kohdalla on ollut hiukan eri määrä sekvenssinäytteitä, 
joten tuloksen luotettavuus vaihtelee. Taulukossa on eritelty MegaBace-
genotyypityksellä saatu kaikissa näytteissä esiintynyt vaihtelu (A+R) sekä pelkäs-
tään Ahvenanmaan näytteiden SNP- frekvenssit (A) ja Ranskasta kerättyjen toukka-
näytteiden SNP-frekvenssit.(R). 
 
 
Analyysissä mukana olleista neljästä negatiivisesta kontrollilokuksesta kolme 
oli SNP-Profiler –ohjelman automaattisen analyysin mukaan negatiivisia eli 
niissä ei esiintynyt vaihtelua, vaan pelkästään sekvenssin perusteella odotet-
tu emästyyppi (taulukko 7). Kuitenkin yhden kontrollilokuksen yhteydessä 
ohjelma tulkitsi näytteissä esiintyvän myös vaihtelevaa emästyyppiä. Näis-
säkin tapauksissa tosin elektroferogrammin laatu oli heikko ja näytteissä 
esiintyi taustakohinaa. Tämän vuoksi ohjelma tulkitsi muutaman näytteen 
kohdalla genotyypiksi homotsygootin sijaan heterotsygootin. Tällaisen nega-
tiivisen kontrollin mukana olo osoitti elektroferogrammien manuaalisen seu-
lonnan tarpeelliseksi. Näin epäselvät tulokset oli havaittavissa ja niiden an-
tamat tulokset voitiin varmistaa uusinta-analyysillä. 
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6.6 SNuPe-minisekvensointitekniikan ja qPCR-menetelmien vertailu  
6.6.1 Menetelmän työmäärä 
SnuPe-minisekvensointitekniikassa näytteen esikäsittely on monivaiheista. 
Tässä menetelmässä eristetystä genomisesta DNA:sta tehdään ensin erilli-
nen PCR-monistus, jonka jälkeen monistustuote on puhdistettava ennen 
SnuPe-reaktiota. Tämän jälkeen on jälleen tehtävä tuotteen puhdistus ennen 
varsinaista MegaBace-ajoa. Näin näyte joudutaan käytännössä pipetoimaan 
ensin PCR-levylle, josta vain osa siirretään uudelle 96-levylle puhdistukseen. 
Edelleen tästä vain osa tarvitaan SnuPe-reaktioon uudelle levylle. Tämän 
jälkeinen puhdistusvaihe on mahdollista tehdä samalla levyllä ilman näytteen 
siirtoa. Viimeisessä vaiheessa joudutaan kuitenkin taas pipetoimaan uusi 96-
levy reagenssiseoksineen MegaBace-ajoon. Näin näyte joudutaan käytän-
nössä siirtämään neljä kertaa eri 96-kuoppalevylle. Tämä on tietysti paitsi 
työlästä, niin myös väistämättä hidasta ja lisää virhemahdollisuuksia. qPCR-
menetelmässä sen sijaan näyte voidaan pipetoida suoraan 384-
kuoppalevylle ja näytteen PCR-monistus sekä tämän jälkeinen sulamis-
käyräanalyysiin perustuva genotyypitys tapahtuvat yhdessä vaiheessa, il-
man näytteen esikäsittelyä.  
6.6.2 Tulosten luotettavuus 
Tässä opinnäytetyössä ei saatu toimimaan qPCR-pohjaista genotyypitystä 
luotettavasti. Menetelmä selvästi vaatii huolellisen alukkeiden ja koettimien 
suunnittelun, yhdistettynä reaktio-olosuhteiden optimointiin. Näin ollen se ei 
aina sovellu paljon vaihtelua sisältävien sekvenssien analyysiin tai tapauk-
siin, joissa halutaan tutkia monen eri lokuksen genotyyppiä. Sen sijaan 
SNuPe-mentelmällä ainakaan vain yhden degeneratiivisen nukleotidin sisäl-
tävien koettimien ei ole havaittu heikentävän analyysituloksia (Batley & 
Hayes 2003). Muutenkaan SNuPe-menetelmän koettimien suunnittelu ei ole 
yhtä tarkkaa, koska  koettimien GC-pitoisuudella, pituudella tai tarkalla su-
lamislämpötilalla (Tm) ei ole havaittu analyysitulosta heikentävää vaikutusta. 
Toisaalta analyyseissä, joissa näytemäärä on suuri, mutta tutkittavia lokuk-
sia on vähän, perusteelliseen qPCR-koettimien suunnitteluun ja menetelmän 
optimointiin käytetty aika voi helposti kulua MegaBace-ajoihin tarvittaviin 
näytteiden esikäsittelyvaiheisiin. Tässä opinnäytetyössä käytetyillä HybPro-
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be ja SimpleProbe –tekniikoilla on kuitenkin muissa yhteyksissä saavutettu 
luotettavia genotyypitystuloksia (Liew ym. 2006, Nielsen ym. 2006, Peeters 
ym. 2008). Esimerkiksi HybProbe-tekniikalla genotypitettiin 99 % näytteistä 
suoraan oikein ilman tarkistusmäärityksiä (Liew ym. 2006). Uutta korkean 
erotuskyvyn sulamiskäyräanalyysiä, HRM (High-Resolution melting), olisi 
mielenkiintoista testata PGI SNP-lokusten genotyypitykseen (Hoffmann ym. 
2007). Tämä menetelmä ei vaadi erillisiä sekvenssispesifisiä koettimia vaan 
perustuu lyhyiden monistustuotteiden erilaisiin monistuskäyriin ja niiden 
tarkkaan lämpötila-analyysiin. Menetelmää voidaan käyttää myös SNP-
lokusten tunnistamiseen. Toisaalta sen heikkoutena on, kun tulokset analy-
soidaan qPCR-laitteella ilman erillistä tarkkaan sulamiskäyrien analysointiin 
tarkoitettua laitetta, ettei menetelmä anna muuta informaatiota kuin että mo-
nistetuissa sekvensseissä on nukleotidiero (Graham ym. 2005). Tällöin esi-
merkiksi PGI-geenin tapauksessa monistustuotteet olisi saatava sellaiselle 
alueelle ja niin lyhyiksi, ettei SNP-lokuksen lisäksi muu sekvenssin vaihtelu 
sotke analyysiä. 
MegaBace-pohjaisessa genotyypityksessäkään tulokset eivät olleet yksiselit-
teisiä. Lähes kaikista lokuksista jouduttiin tekemään ainakin osasta näytteis-
tä uusinta-analyysejä. Etenkin tällöin oli vaarana näytteiden sekoittuminen, 
kun yksittäisiä huonon tuloksen antaneita näytteitä poimittiin uusiin esikäsit-
telyvaiheisiin. Usean näytteen kohdalla osoittautui myös, että SNP-profiler –
ohjelman antama tulos ei suoraan ollut luotettava. Ohjelman automaattista 
genotyypitystulosta joutui useassa tapauksessa muuttamaan epäselvän 
elektroferogrammin vuoksi ja uusinta-analyysissä tämä käsin muokattu tulos 
useimmiten osoittautui oikeaksi. Tulosten perusteella MegaBace-pohjainen 
genotyypitys vaatii lähes aina useamman rinnakkaisen ajon luotettavien tu-
losten saamiseksi. Toisaalta on osoitettu, että SNuPe-menetelmä antaisi silti 
joissain tapauksissa selkeämmän tuloksen kuin alleeli-spesifiseen PCR-
menetelmään perustuva analyysi (Barker ym. 2000, Batley & Hayes 2003). 
Tämän opinnäytetyön tuloksia on tosin voinut heikentää lyhyehköt monistus-
tuotteet. Tällaisilla lyhyillä tuotteilla esiintyy SNP-Profiler analyysiohjeen mu-
kaan helpommin taustapiikkejä. Lisäksi analyyseissä ei suoritettu SNP-
koettimien konsentraation optimointia. Liian korkeiden alukepitoisuuksien on 
havaittu haittaavan ddNTP-molekyylien liittämistä oikeaan kohtaan ja siten 
vääristävän analyysituloksia (Batley & Hayes 2003).  
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6.6.3 Kustannukset 
MegaBace-pohjaisessa genotyypityksessä yhden reaktion reagenssikustan-
nukseksi sadan näytteen erässä tulee noin 2,53 e ja tuhannen näytteen 
erässä 1,86 e. Laskelma on tehty listahintaisilla tuotteilla noudattaen valmis-
tajan suosituksia, eikä sisällä tavallisten PCR-alukkeiden kustannuksia, kos-
ka ne ovat molemmissa analyysimenetelmissä samaa luokkaa. Vastaavasti 
qPCR-pohjaisessa genotyypityksessä SimpleProbe-tekniikalla kustannuk-
seksi tulee vain 0,54 e ja HybProbe-tekniikalla 1,34 e SNP-lokus/näyte. Näi-
den menetelmien kohdalla kustannuksissa ei ole eroa sadan tai tuhannen 
näytteen erissä. On kuitenkin huomioitava, että qPCR-pohjaiset menetelmät 
kertovat vain onko kyseisen SNP-lokuksen genotyyppi sama kuin kyseises-
sä koettimessa vai jokin muu. Toisaalta HybProbe-tekniikalla useamman 
SNP-lokuksen analysointi multiplex-formaatilla vähentää kustannuksia edellä 
lasketusta merkittävästi. 
 
6.7 Mikrosatelliittianalyysit 
Mikrosatelliittien sekvenssivertailut ja siten UTR-alueiden sekä eksoni-
intronirajojen paikannus oli vaikeaa. Sekvenssivertailuissa mukana olleista 
40:stä mikrosatelliittilokuksesta vain seitsemän lokusta genotyypitettiin (tau-
lukko 8). Suurin syy mikrosatelliittialueen hylkäämiseen oli  lokuksen sijoit-
tuminen koodaavaan eksoniin, jolloin kaikki muut paitsi triplettitoistojaksot 
hylättiin, koska tällaiset lokukset eivät luultavimmin ole todellisia polymorfisia 
mikrosatelliittimarkkereita.  
Analysoiduissa mikrosatelliiteista vain kahdesta lokuksesta (geenit numero 1 
ja 36) löytyi vaihtelua eri alapopulaatioiden välillä. Muita tutkittuja lokuksia ei 
siis voida hyödyntää geneettisinä markkereina tutkittaessa eri populaatioita. 
Näistäkin kahdesta vaihtelua sisältäneestä lokuksesta löytyi vain kahta eri 
alleelia, joten nekään eivät ole kovin informatiivisia geneettisiksi markkereik-
si. Taulukossa 9 on esitetty mikrosatelliittilokuksista MegaBace-ajolla määri-
tetyt alleelit. Tarkemmat tulokset, esimerkiksi monistustuotteiden pituudet, 
on esitetty liitteessä 6. Tämä vähän vaihtelua sisältänyt tulos ei ollut kuiten-
kaan yllättävä, koska polymorfisten mikrosatelliittialueita on löydetty perhosil-
ta yleensä hyvin vähän (Ji & Zhang 2004 Zhang 2004 mukaan). Verkkoper-
hoselta tällaisia markkereita on tähän asti karakterisoitu vain viisi lokusta 
(Sarhan 2006).  
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Taulukko 8. Sekvenssivertailuissa mukana olleet mikrosatelliittigeenit. Geenin nime-
nä on toisesta lajista tunnistetun homologin tunnus. Taulukossa on esitetty myös 
NCBI-numerot, mikrosatelliitin toistoyksiköt, sekvenssivertailujen pohjalta arvioidut 
lokusten sijainnit sekä kommentit siitä, onko lokus analysoitu tai syy sen hylkäämi-
selle jatkoanalyyseistä.. 
 
Taulukko 9. Mikrosatelliittilokuksista tunnistetut eri mittaiset alleelit. Ahvenanmaalta 
kerätyt näytteet on merkitty A-kirjaimella ja Ranskasta kerätyt R-kirjaimella.  
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7 YHTEENVETO 
Työssä vertailtiin SNuPe-minisekvensointiin ja qPCR-pohjaiseen sulamis-
käyräanalyysiin perustuvia genotyypitysmenetelmiä verkkoperhosen SNP-
genotyypitykseen. Molempien menetelmien heikkoutena oli tulosten luotetta-
vuus. SnuPe-minisekvensointigenotyypitys antoi luotettavat tulokset vasta 
usean rinnakkaistoiston jälkeen. qPCR-pohjainen analyysi ei soveltunut pal-
jon sekvenssivaihtelua sisältäneen PGI-geenin genotyypitykseen. 
Työssä seulottiin neljänkymmenen verkkoperhosen geenin joukosta seitse-
mäntoista SNP-markkereita sisältävää geenialuetta. Nämä alueet valittiin 
sen mukaan oliko geeneistä mahdollista paikantaa eksoneiden ja intronei-
den raja-alueet sekvenssivertailujen perusteella, monistuivatko alueet hyvin 
PCR-reaktion avulla ja sijaitsivatko SNP-markkerit sopivassa kohdassa gee-
niä. Näistä geeneistä karakterisoitiin kahdeksantoista SNP-markkeria, joista 
neljässätoista esiintyi geenimarkkereille ominaista polymorfismia Ahvenan-
maan verkkoperhospopulaatiossa.  
Sopivalla geenialueella sijainneita ja hyvin monistuvia mikrosatelliittilokuksia 
tunnistettiin 40:n geenin joukosta seitsemän. Näistä lokuksista vain kahdes-
sa esiintyi populaatioiden välistä vaihtelua. Löydetty polymorfismi oli tosin 
pientä, molempien geenien kohdalla tunnistettiin vain kaksi eri alleelia, joten 
nämäkään mikrosatelliittilokukset eivät ole kovin informatiivisia geneettisiksi 
markkereiksi. 
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 LIITE 1  1(5) 
PGI-geenin sekvenssi ja SNP-lokukset 
 
GATTGCTTATCAACCTTGTTGATACGGCAGTTTCGGCATTCTTATACACCGTGTACTCGAA-
AACTTTATTTGAAAATGGAGCCTAAAGTGAATTTGAAACAAGACCCGGCTTATAAAAAAC-
TACAAGAATTCTACGATGTRAATGGTGGAAAAATTAATATTCCACAACTATTTCAA-
CAW(SNP1:A/T)GATCCRGAAAGGTTTAATAAGTTCAGGTTTGTGCGATATTATTTAAAAATAAAAATAAT
AACAAAAAAACTTTTTTTAAGATAATATTTATTTCACAAATAGATTTGGGTTTAATTTTT-
CATTTTCATATCACTTGCGTACTAAATTAAAATCTTTAAGGTCAACCGAAACAAAT-
GAATGTCATCTATTTAAAATTAATGTAAAACTTTCGAAAGTTTAATATATATTGTAATGA-
GATTAATATTACTCTTTTTTTCGTAATATTAAATTGTAAAAAATATTGATTAGTAAAAAA-
AAATATTTATTAAAATTCAAGTATAACTACTTTAATGTACACTCAAACAAATTAGATTT-
TATTTAGTAATATGAACAACATTACAGTCATTTCATCAGTAAAATATCTTAAACTCA-
CATGCCTATCAAATTATAGTTTTGATTTAATCTAAATTATGCATGTGCCATTAATATTTT-
CAATGTTTCTCTATTTGTCACAAGGCTGCAGCCTTGATTAATAATATTTAATAATAATAA-
AATAATACTAACCCACAAATAAAAATGTAAAAATATAAATATGTTAATTAAAACAAAACAA-
AATATATAAGATACAGATTAATATATTATTAGACTTATATGGAATATGGAGGCGCCTGCTC-
CACCATACGCAATTAGCAAGGAATTCATAAACAACAAGGTGCACCTATCATGCCACCTAG-
CACTTAGTTGGATACTCACCTACCCTCATTGACCCCGTTACTAAAGTCATTCTGACCTGTA-
TAAAAAGACCGAAGAAACCATGCCTGAGGCAGTCTAGGCTTTGGCTTGGCACTGTGCA-
CATGTTGTATTCTGCTAGTAGCTTAACCTAGACACTTTGGATAATCTATTTGTGCAAAC-
GAATTCATTGTTACATATTATATTATGATCTATAATTGTTAACTGTGT-
GACCTCCTTCCCCGTTGTGTGTCATAATAAATAAAAATTTAACAATTTTTTTTATTTA-
TAGTTTRCGCATCCCYAYRCCAAATGATGGTGACATCCTTCTGGATTACTCTAAGAA-
CAGGRTAGATGCTGCTGCCTTGTCATTACTGCTGGAGCTGGCYAAGAGTCGTGGAGTGGAA-
CAGGCTCGAGATGCTATGTTTTCTGGTGAATAGATTTATCCAATTAAGTTATACTACACAA-
AACAAACACAAGAGTTGAATAAATAAATAGGTATAACAAAGTCACATGGTTTGTT-
GACCTTTTTTTATACTATTGAGGTTGCAAACAAGCATACAGCTCAAAGTAAGCGGTACCC-
GAATTATATATACGCCAGCAACAACAGAAGCATTGTAAGCCAGTCAAGTAATTTAGCAGT-
GAATTTCTGTAAGTCATAGTAGAAAATATCCTCAAAATTTTAAGCCAATTTTTGAT-
TATTTGCTGTGTCCATCTCAATGAAAACCAAAAAATAACAGCTAACAAAAAATATAAATT-
GAAAAAAATAATGATTTATAATATAATAAGTTAATTTTATCAATATAAATTTTAGGTCAA-
AAGATCAACTTCACTGAGGATCGTGCAGTACTACACATAGCACTTCGTAATA-
GAMSNP2:A/C)ARAAYARACCTATCTTAGTCAAYGGCAAGGAYGTTACTCCTGATGTCAATGCTGTACT
CGCTCATATGAAGGAATTTTCAGAACAAGTTATCAGTGGCAAGTGGAAGGGG-
TAAGCTTCTTTTTAAATTAATGAATCAGTCCGTCAAGTCCTCCTGCAGGACAGAGGCAT-
GATTTTCCTATGTAAAGAGTCGAGACTGCATCCACCACTATTCCACTAAGGGTTAAAGA-
TAATCTGGCTGGACGACTTCGCCAATGTCAAGTAGAAATAGATGAATACATTAATAAT-
TATGTATTTATAGGTACACAGGCAAAGCAATAACAGATGTTATCAACATCGGCATCGGRG-
GYTCAGATCTCGGACCACTTATGGTCACCGAGGCGCTCAAACCCTACGCTAATCATCTAA-
AGGTATGAAAAAACGTACATATTGTATAGCCTATATCCTACCTCTGGAAAGAGGC-
TATCCCGCACTAAAATAATTTTTCAATATGAAACTCCTGAGTTAAAGTCCTCACGTTTAA-
ATAAACATAATTTTCCATCCGTATAATTTTTTGTATAGATAAAGAAAAATCCACC-
CATTGGCTAGACTACTAGTCGTGACATTAGTCTACCAATTGTTCTAACAACAAATCGCCT-
GACATATCGAGCACTTAAGTTTTCTAAGTTTCAAATATAATCAGACTTCATTCAGAA-
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GAATTTTTTTAAGAAGTTTTATTTCCATTAAAAAATAAACCATAAACATTTGCTGTAA-
AATGTCATAAGTATAATTGTGTTTGAAGCAAACGAAAAGAAAACCGACTTCAATTATATC-
GACAAGTAATACAACGGAGGCGAAGAAAAAATAGTCAAGTAAATACGCATTATCAAAGAT-
TACTCCAAAAATTGTAATCAAATCTCGATGAAATTTAAATGTGACCACACGATAA-
ACATCGGCTTTCGATTAAATTAAAAATCAACAAAATCGGTACACCCAGTAAAAAGT-
TATGCGGATTTTCGAGAGTTTTCCTCGATTTTTTGGGATCCCATCATCA-
GATCCTGGTTTCCTTATTATGGTACCACACCACGGATATCTCCTTTCCAACAAAAAAAAAA-
AAAGAATTATCAAAATCGGTTCATAAACGACGAAATTATCCCCGAACATACCTATATTATA-
TACGGTCGAATTGAGTAACCTCCTCCTTTTTTGAAGTCGGATAAAAATACCATATAACAA-
AATTATTCCGCCACACACGATAAAAGTATGGCAACCCAACAATAGTTAAACCACAAGACAA-
ATCTAGTCATTAATATATTCTAGGTACATTTCGTATCCAACATCGACGGAACCCATC-
TAGCTGAAGTCCTGAAGAAATTGAACCCTGAGACAGCTCTCTTCATCATAGCGTCCAA-
AACMTTTACAACGCAAGAGACCATCACCAACGCGACYTCAGCCAAGAACTGGTTCTTG-
GATGTCGCYAAAGACGTAAGTTTTATTTACTTTTTTTATCATCATCATCATCATCACTT-
CAGCCTATCGCAGTCCACTGCTGGACATAGGCCTCCCCAAGTTCGCGCCAGA-
CATCCCGGTCTTCCGCAATCCTCATCCAGCCTACACCGGCAACCTTACGTA-
GATCGTCGGTCCATCGTACTTTTTTTATATCAACTTGAAATGACGTCTTATTAGTTTAA-
TAAAATAATAATAATGAATAAATGACTTATTACTTTGATAAAACTATAATAATAATGAA-
TAAGTTAAAACAATTTTATCTTCGGGGGCTTAACACTTACGAAAAGTATGATCGGA-
CAAGGCGAACGAAAGTTGAGAGTAAGAAAGTTTGACTTCAATCGTGTGGTCTAAAACA-
CACTCGTTTTTTTAACTAAGGTAAATTCCGTAAAATTTAGATATCTTTATTTTTACCCCAG-
CAGAGAATGTGTCCTGTTTAAGTACTATGTAATAATATAAATGAGCTTACATGTTTTTCT-
TAGTTGTATTGTACGGAGATGGGGCCTAGCGGGGCATTAAAAGCACAGCAAACAAACTGA-
CATACATCTTCACAAACTTCCGCATTTATAATATTATTAAGATATGCATAAATTTGCCAA-
AAGATTTATTTTTAATAAGGTAAGGCACAGCATAACCTTACTTTGAAAACTAAACAACGCT-
GATCTCAAGTAGGCAGTGTGGTTACGGCAGCAAAGAATATAGC-
CACCCCCTCTCTTCCCGTGGGTATCGTAAGAGGCGAATAAGGGATAACACAGTTCCAC-
TACCCCCTTGGAACTTAAAAAGCCGACCGATGACGAGATAACCATCCAACTGCTGGTCTT-
GAAATACACAGGCTGAAGATGAGCTGCAGCGTCTTCGGTGCGACAAAGCCAGTACTGCGGT-
CACCAACCCGCCTGCCCAGCGTGGTGACTATGGGTAACACACATGAGTTCAGG-
CAATTTTTGGCGTGAACTTGAGGAGACCTATGTCCAGCAGTGGACTTCGATAGGCTGAAGT-
GATGATCTCAAGCAGTGTTGTGTTCCTGTGGCGAGTAAGGGACCGTCTCCACGAGCGAA-
AGAATCGCGACGAGTCCGCGCTTCTATCGTTGGGTAATCACGAACGAGCGATTATTCCGC-
CAGCGTACCGTCACGAGTCGTAACGGACCTCGACGATGCGTTGTGCTTTTATTCATTGAA-
AGAGATACTCGGGTAACTGAACATCGTAAATGGCAGGTCTCTCTCTTACTTCTAGTATAA-
ACTTTTCAACGTCAAACATTGTCCTTGAATTGTTTTGTCGATACGTAA-
AGTCCTTGCTTGGCGAGTGGCAACAGTTGGTCGACAGCAGTGGCGACATCGCCACACG-
TACTCTCGCTCGTGGAGACGGCTAAGGTGGAGAGTAGACATGAGGCATATTTATCGTCAC-
TAATATAAATACTCGTTATTTGAATGTCATAGTCGATCACTGTGACTGCCTTAAATAA-
TAACCTGTGACTGTGATTATCTGTGCCGGCGACTTAAATATCAATTGGCATTTTCATCAC-
GAGTATTGAAAATATTAGTCCTTTTATTTTGTTTGAGACAAAAGTAATATTTTTAATATGT-
GAATATACAGCGTCATCTAGTTTCAGTTCCTATACGGAAAGCTAGTTTTTAAAA-
AATATCTCCATCTCGCTCGTGCTTGTACGTGTACACTAAGAGGAGGTGAAATAAACGTAG-
TATTTCTAGGATACCAATATTGAGTAGTCGAGAACTTTGTATTTTGTAACGGGTATGTGT-
CACTGATGTTTTAAAATCACATTTACTATTACAACCCTATGGAAAAAAATCTCATAAGA-
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CATGGACAAATGCAGACCAAATTCTCATACAGGGTTATGAGAGTCTATGAGATCTGATA-
GATTCTTATAACTCGGTATGAGAATTTGGTCTGCATTTTTCCATGTTTTATGA-
GATTCTTTCCATAGGGAACTAGTATTACCAAGTACCTCTTACGACACAACTGTTATA-
GAGCTCCTGGGGGGAATGGGTGTGGGATCGACAATGGGTTGTCTATAGGTTAAGG-
TAACCGGCCACCATCAGACGGACCGTATGCTTGATTGCAAACTTAGTGGTATAAG-
TATTTGTTAGTCAATTAATCATTCAATTTATTAGTAACACGCCGTATAGTACCAATATTT-
TACGTAGTAAAAATGGCATGGACAACTAACAGCCCGTGGATATATATATATATATTTGAA-
AAAAATAAAAAAATTGGTAAAGAGATATTTTTGTTTCAGCCGTCCGCAGTATCCAAG-
CACTTCGTAGCGCTGTCTACAAACGGGGAAAAGGTTTCCGCATTCGGTATCGACCCCAA-
GAACATGTTTGGTTTCTGGGACTGGGTGGGAGGCAGGTGGGAAACAAAACTATTGCTACT-
TACTATTAGTAATATATTTATTATAATAGTAATGATACTTGACTGATTTGACAATGGAG-
GATGTGTCTTCAATATTAACCGCTCCGGTGTAGTGGTGCGAGTAGTCGCCTAAAACAC-
CAACGGTATGCGGGTTCGAATCCCGCTCGGGATGGATATTTGTATTTGTACAGA-
TATTCCTTGCCTGTCCTCGTGGGCTCTCAGTCAGCAGGTTAAGCCGTCGATCCCGGTTGT-
TATCATAAATACCTGATAGCGATCATTACTCATAAAAGGAAACATAATTATATAGCTC-
CAATCCTTCTCCTACGTGGTGAACGAAGCCCAGCCCAGCAGTGGGACGATACAAGCT-
GAATTCATAAAATCAATGTGATACTAAGTGAAAGTACAATTCCGTAACCCATTTATATTAG-
GACTGATATAATAAAAAATAATAATTAATTTAGTTTCTTATTAGCCATCACACTGTAATTA-
CAATTTAGCGAATTTGTAAACAAAAGATCTAAATTTATAATTTTTTAACTAATTAAC-
TATTGTACCCCATCTTCTGATAACAACGTACAAGGGACTGATAGCTTTTATAAGAAGGG-
TAAAACTTAGAGCTATTTAATAAACTCTATTATGTTTTAGATACTCGCTCTGGTCTGC-
TATCGGTCTATCCATCTCTCTSTAYGTCGGCTTTGAGAACTTYGAGAAGCTTCTAGAAG-
GAGCTAGCTTCATGGATARTCACTTTACAACGGCWCCGTTGGAGAAAAAYGTATGGTGA-
TATTGAAATAAGTAATTATATTTTATTTGAAAACGATGCAAAACGAATCGCTTTATGAATA-
TAGGAACCGGGTTTTAGAAATGCTATTAGATTTTTTTTGTGTGGTAACATTTTGTATGAA-
ATCAATATTCAAATTTTAAGTTGTTTGTTTAGTTACTAACTTAGTAGATTACTGTAAAAT-
GAGTAAAATTTAAATAATTATAATCTCCTGAATATTTCTAATTTTCTGTGCAACATCCA-
TAATTTTTCAGTCAGTAAGACCTACATAGATAGTATAAGAATTTTTAAAAAAATGATTATT-
GAAGTTATGGCGTGACCAAGGGACAGGAATTTATTTATAGATATATGATATAGATTACTTG-
TAATATTTTTGAGCCTTAAGGTCTAGTGTTGCCACAACATAAAACCCGCGTTGCCATATA-
TATTTAGATGAATAATAAAATAATATTATCGTAGGCGCCAGTWATCTTAGCGCTGTTAG-
GAGTGTGGTACAGYAACTTCTACGGAGCGGAGACGCACGCTCTCCTTCMMTACGACCAG-
TACTTGCACAGGTAACGTTTATTTACTAGTRAATACTCTTTAATGTTCGACATACACAC-
TYCTCAAAGACATGTAACTAACAATAATAATAATATRACCATAATTGTGTTTGTTCGTAA-
ATRAAAAAAACGAGTGTSCTTTAGACMWCACRWCTGAWGTAAAACTTYTGYACAAYAG-
GYSTRCYGTGTCTTAGWTATAYGWAWYGCAACTGATTATGAGRGAAAGAGGGACAGAA-
AATGTGTGCTCGCACCTCTCTCTATTGCTCCGTTAACCTYGCCCGATCACACTTTTVMAA-
AAAAYAGGCGMAATGAGAACCCTTTTTTAAMRAATATTGCGCGGACGGAGCACAATGAA-
ATTTCGCACAYTTACAGATTATATCCATAAAAAATACATTAAATCAATAAATAAATAAAA-
AATWAWTACACAAACTACCWTGTATTTGACACACACACACATGCATAAT-
TAATCTTTTGTTTTTYTTTTTTTTATAATAGAAGTATAGTATTTGACAACAGARCCTTAA-
TARTRTTCAWACTTATAATTTAAATTAATTATGGTCGWATTTCGWCCACYRGGCGACCAC-
TARTTATTATWATAATTAGTTATATYTTTCTAYTAGATTCGCAGCGTACTTCCAACAAGGCGACATG-
GAR(SNP3:A/G)AGCAACGGTAAATACGTCACACGTGGGGGGSAYGARGTGCRGTACAGYACGGGCCC
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CATCGTGTGGGGGGAGCCGGGGACYAACGGGCAGCACGCCTTCTACCAGCTGATACAC-
CAGGGGACCAGGTACTTRTGGAAATRTTTTGAGCGGTAATGTATTCTATCTCACTCTCTG-
CYATACGTTTATGTGCTTGTTTCTWTATYRTGACGATTTTTTGTTTCATCGAGCTTCAAAT-
CATAACGATTCTAAAGAAAATTATTCGAAAACGGRATATTTACCATGTTTTWT-
TATKTTCGCWTTKCGGAGCTCGATATTTCGACATTGACTTCSAATGTCTTGATCACGA-
GACTGACTGAAAAAAGATTCTAAAGAATTTTAAATTAACATGTTTATTTTCATTACTAA-
AATTGTTTAAAATGGCATATTTACAATGTTTTTCGATATTTCGACATTATCTAT-
GATTGTCTTGTTCACGAGACTGGAAGAGAATAATAAAACGAAGAAGRGAAAAAAGAAAGA-
GATATCGATAATTTCACTTTAAAATTCTTTTCTTCTCATTCTTCTCCTTCTCCT-
CATCCTCCTTCTTCTTCTTTTTAACAAATAATCTATTTACCTATTACCATATTGTACCA-
TATTTGTTGTTAATAGCTAAAAAGCAAAACCGTCTTGTTGGTTTTGATTTTA-
GAGTTTTGTTTTATAATTAATTATAGTTTTATCTATTTAATAGATCTATCTTAT-
TAACCTTTTTAAGAACATCATATATAYACTATAATTGTTTTTGAAACGAAAAAAACC-
GACTTCAATTACATTGRYAAGTAATACAACGTAAGTAGAGGAAAAAAATTAACAAACGCAC-
TAGTCGTCACTACGGTTTTCGAGGGTTTCCCTGGATTTCTCTGGGATTCCATCATCA-
GATCCTGGTTTACTTATCATGATACCACACTTGGGATCTCCTTTCCAACAAAAAAATAAT-
TATCAAAATCTGTTCATAAACGACCATGTTATCCCCGACGATCGAATTGAG-
TAACCTCCTCCTTTTTCGGTTATAAAATACATGACACTGAGACACACATTATTT-
CATTTCTTTATTATTATATTTATTATTAATGACTTCCAGATTGATTCCCTGTGACTT-
CATCGCACCAGCACAGACCCACAACCCCATATCCGGAGGCGTACACCATAA-
GATCCTRCTCGCCAACTTCCTGGCACAGACCGAGGCTCTCATGAAAGGCAAAACTGCAGAA-
GAAGTTMGTTTATTTTCAAACTACCMWCTMAAGTCTATGATAAAAAAWTTTGACTACCTTC-
GAACTRTTTGCGAATTTATTCGAGWTACTAATATRWTTAWTAWAYATATCGATACACACA-
CAMAYATATRTWTATTATAYMTAYAGTTGATTGTKTCTAAGRTAAGGTAACTGAGTAC-
TACTGTGTACGTAGAGTGAGTACTCTACGTACAGCAGGAAATGTGCTGCTCAAAATMTA-
RATTTKCCCGKAGTGCCTTCTTGACCTGTGTTGYGTTCCTGTTGGTGACTAAGGTGACCA-
GAGCTCCTGGGGAGGGGGGGATTGGRGGTAGGYGCAGGCCTCTATAAGCTACGG-
TAATCGCTTACCATCAGGTGAACCGTACGCTTCTTTGCCGTYCTAGTTGTATAAAGAA-
AWGGTGGRTAACTTAATGCTAGTGTTTTAGGTAMCARCCAKCTAATATA-
GAYACATTTTTTGTKATAAATGTGCATAAAAATAATGYTTATKTAAAATAAATATA-
CAYATGTATAGTAAACTACACRTTAACMAWATTCGATTTAGTTATATATTGTTATTMY-
AGGCCAAAGCAGAGTTAGAAAAGTCTGGTATGGCACCAGAAGCGATCGCTAA-
GATCCTGCCCCACAAGGTGTTCAAGGGCAACCGACCGACCAACTCTATCGTTGTCAAGAA-
AGTAACGCCGTTCACTCTTGGRGCACTTATCGGTAAGACATTTTTGTTTTTAACMGACTT-
CAAAAAAGGMGGAGGTAACTGAGGTAGAGTACAGTAGGAAATGTGCTGCAGTATTCTG-
GAGTRAATCGATTSGGGAAGTTMYTCTTCGACCTTACATAATATCACAGTAAGTAATA-
TYGCTGGCCATAATAATATGTGTATGTGTATATATATAAATTTCGKGTTACGATG-
TATGTGGGCGATAAACTCCGAAAATACTGAACCAMTTTTTATCAAATTTTGTAAGCATCTG-
TAATTTGGTCCAACTTGKGAGATAGGRTAGTTTTTATCTCAATTGGAYCCGG-
TAGGTGGCGCTGCTATCAGTATGTAAGCAATCAAAATTGGTAGCTGTTTTCCGGGCARGA-
CAAAGTCRCCGGGTCCGCTAGTATATGTATATATATATTTTATGTGCTCGCGGACT-
TYGTCMTTTGTRAAMCGATTTTGATRATTCATYCTTTGTTGGAAARGAGATATCCY-
AAGRGTGKTACCGTGATAAGGAAAGCAGGATCTGATGATGRCATGCYAGAGAAATCGAGGG-
GAACCTTTYAAAATCGTAGTGGCGACTAGTGCGTTTGWTAATTTTTTTCKTCTAMCGTTG-
TATTTGTATAKTKTCGATSTAATTGAAGTCGATCTGTTTTTTTTTTCGTTTRMTAGCAA-
 LIITE 1  5(5) 
ACACWATTATTMTTRWTTTTATTTTCATRTATTGTGTAGTATTTTTAATGTATTAAATCGT-
GATGTAWYAAACTYYAATTCCAAATGGACGAYGAATTTATGMAGTWSTCTCAGCRACCGGA-
TATTRCGYCACAGRTCACAGATWGGATCCCTTCTTGTARCAAACATTTTATAGGCAATA-
GATTTTCATCTGAACGTTTGTGTTTGTGTACCTATTATGTRTTYCCGTATCCACGWCACAG-
GAGTCAAACCTAGTTAGGGCGTYGTCTGTGAGACGATTATTACCCGACTGCCAAG-
GAAGGGTTATGTTTTTCGCGCGTATCTTGTATGTATGTATGTATGTTTGTATGTAA-
TATTCTTTACTACCTCATATTTCCAGAACCACTGAACGGATTTACATAATTGAGGTACCTT-
TAGGTTCGTCTTAGCTGCCCAAGTGTTCTTAGATAGGTGACATTAAAAAAAAATCAAACAA-
AAGCGGCTGCGCGAAGCCATTGTAGTTAATGAAAAAAAAAATTTTTTCTCGAATACTACAA-
TATGGGTATCAAATTGAAGGGCACAATACAAGGATTTTAAAAAGGTATATCATGATTAT-
TATTACCGTAATACTAATAAAGAAATACAATATTAAAGTTTAAAAAATGTG-
GACTTTGCTCTTTCCCACGCCTATGCCATGCCACATGTACATAACATGCAGTCGGAGA-
CATGCACAAAGAGAGAATGATTTGACTTATCCTTCAATTTCATGCCTCCGATTGCATAT-
TATCTACGACGTTGCATAAAGTTTCGAAGGACTACCGTATTAATATATTTTAAATGTACAG-
CACAAAATGTTTGATATTGTTTCTATTTATTTCGCTGACTTTGTGTGCATATTGAATTTT-
TATCTTGTTCCAGCTTTTTCAGTTGATTTTCTATTAGTTGTTCTTCACG-
CAGGCGGGTTTTTTGTTTATTTTTAATTATTATTTTATTTATAATTCWGCATRCAYATTW-
TATTTTACGATTTCAAAATCATGTTTATGATTAAATAAAAAATGCTTAGAATAGATCTT-
TAATTGGCGATTATTAATGTGTGAATGTGGTTTAAGGCAGTTCTTCGAAGAGAACCGCTC-
GAATCCATTGTTGATGAATGATAGTTTTGCTAATTTAACACAAAAATTTATACACAGATTG-
TAATGATTTTTAAAAGAGATAATTTATTGCTTTTATATTTAACGCAAATAATATATAATAA-
ATTTTTAATTAAATTAATTAAGGTTAGTTAATTTAATTTTAATTTTTTATTTATTATTAT-
TATTATTTTATTATATTTAACGCATGGTTAGACACGATGCTGTGTCGGCGGTTTATTGTTA-
CACGCTTATCATGACTTATTATACTACGAATGAATTTAGTGGGACGTCATATAAACGA-
GAAGCTATTAAATTTGTGTGTGTATGGGTGTAATTATATAGAAAAAMAAAATTTTAACTT-
TAAAAACGTAATTTAAGATATTTAGTTTTTTTACATACTTTATATGTATTTACTGTACCAA-
AAATGACATGAAAAATATTTTTTTAGCTATGTACGARCACAARATCTTCACCCAGGGTGT-
GATCTGGGACATCAACTCATTCGATCAGTGGGGAGTTGAGCTCGGCAAGCAACTCGC-
TAAGGCCATAGAGCCAGAATTACAAGACTCCAAGCCGGTGGCCTCTCAYGATGCMTCCAC-
GAACGGTCTCATCAATTTCTTGAAACAAAATTTTGCTTAGAATATTTTTTATTGAAT-
TAATTTCTAACTCTAAATTTTGACTAATAAAAAGCAATAATTTTTGGATTTTATTA-
GAACTTTTTTTTAATGCTTATTTATATAACTTATTCGAAAAAAAATAAAGTAATTTGTAGA-
GAATACGTTTAGTATTGTACATTTAATATATGTCCTGTACAATAAAATGTAATTATGAGAA-
TAAAATTTATAAAAGAAAATACACGAAATCACATCACTATATAAATGGTMCAATTATTATT-
GATGCGATGTTAAAAATAATAACCTTTTATATTATATATGTACTGGTTTTTGTGAATGC-
GATCWGTTTAGTATTGATCTATATTGTCTATTACTTGTATTTAATACTTAAGTATGTAA-
CATTTATTTATATATGTTTATGAATAGACTGTGCAATGTAAAATAAATTAATATAAAATTC 
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